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A B S T R A K T 

Tato diplomová práce se zabývá vazbou interferonem gama indukovatelného proteinu 16 (IFI16) 
na D N A s potenciálem tvorby G-kvadruplexu. Protein IFI16 obsahuje dvě tandemově umístěné 
DNA-vazebné HIN domény vykazující rozdílnou vazbu ke strukturám DNA. Bylo prokázáno, 
že protein IFI16 preferenčně váže struktury G-kvadruplexů oproti jiným strukturám DNA. 
G-kvadruplexy jsou nekanonické sekundární lokální struktury D N A (nebo RNA), které se snadno 
formují za fyziologických podmínek v řadě významných regulačních oblastech genomu, nebo jsou 
součástí genomů řady virů a patogenů. Schopnost rozpoznání, specifické vazby a stabilizace struktur 
G-kvadruplexů odráží zapojení proteinu IFI16 do buněčných procesů replikace, transkripce a translace 
a iniciaci vrozených imunitních odpovědí. V první části diplomové práce byly vybranými 
biofyzikálními metodami charakterizovány sekvence syntetických oligonukleotidů s potenciálem 
tvorby G-kvadruplexu a izolován protein IFI16 plné délky, který byl následně použit pro in vitro 
vazebné a kompetitivní vazebné experimenty s charakterizovanými oligonukleotidy. V poslední části 
práce byly kvasinkové isogenní kmeny lišící se sekvencemi responzivního elementu transformovány 
plazmidovými vektory pro expresi proteinů p53 a IFI16 s konstitutivními i G A L inducibilními 
promotory a optimalizován model jednohybridního kvasinkového systému pro studium interakcí 
proteinu IFI16 in vivo. Z výsledků vyplývá, že většina analyzovaných sekvencí je schopna in vitro 
tvořit struktury G-kvadruplexu, a to i za přítomnosti pouze jednoho opakování tří a více G-bází. 
Zatímco přítomnost několika opakování guaninových bází oddělených jednonukleotidovým spacerem 
vedla k tvorbě intermolekulárních struktur G-kvadruplexů, mutace v původní sekvenci G-kvadruplexu 
indukovala tvorbu intramolekulárních struktur s rozdílnými konformacemi. In vitro vazebné 
a kompetitivní vazebné experimenty prokázaly specifickou vazbu proteinu IFI16 ke strukturám 
G-kvadruplexů bez rozdílů preference vazby proteinu k určité konformaci G-kvadruplexu. Stabilizace 
struktur G-kvadruplexu in vivo za responzivním elementem transkripčního faktoru (p53) v promotoru 
reportérového genu indukovala represi transkripce daného genu. Při absenci jakéhokoliv vazebného 
místa proteinu IFI16 docházelo k protein-proteinové interakci mezi proteiny IFI16 a p53, která vedla 
ke zvýšení transaktivačního potenciálu proteinu p53, přičemž vazba proteinu p53 a iniciace transkripce 
reportérového genu byla ovlivněna nejen přítomností motivu G-kvadruplexu a jeho stabilizací, nýbrž 
i sekvencí D N A sousedící s responzivním elementem p53. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

IFI16, G-kvadruplex, p53, interakce DNA-protein, interakce protein-protein, cirkulární dichroismus, 
elektroforetický test posunu mobility, isogenní kvasinkový systém, luciferázové reportérové testy 
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ABSTRACT 

This diploma thesis deals with the binding of interferon gamma-inducible protein 16 (IFI16) to D N A 
with the potential of G-quadruplex formation. The IFI16 protein contains two tandemly located 
DNA-binding HIN domains showing differential binding to D N A structures. IFI16 protein has been 
shown to preferentially bind G-quadruplex structures over other nucleic acid secondary structures. 
G-quadruplexes are secondary local structures of D N A (or RNA) that are easily formed under 
physiological conditions in a number of important regulatory regions of the genome, or are part 
of the genomes of a number of viruses and pathogens. The ability to recognize, specifically bind and 
stabilize G-quadruplex structures explains the involvement of the IFI16 protein in the cellular 
processes of replication, transcription and translation and the establishment of innate immune 
responses. In the first part of the thesis, the sequences of synthetic oligonucleotides with the potential 
for G-quadruplex formation were characterized by selected biophysical methods and the full-length 
IFI16 protein was isolated, which was subsequently used for in vitro binding and competitive binding 
experiments with characterized oligonucleotides. In the last part of the work, isogenic yeast strains 
differing in the sequences of the responsive element were transformed with plasmid vectors for the 
expression of p53 and IFI16 proteins with constitutive and G A L inducible promoters, and 
the one-hybrid yeast system model was optimized for the study of IFI16 protein interactions in vivo. 
The results show that most of the analyzed sequences are able to form G-quadruplex structures 
in vitro, even in the presence of only one run of three or more G-bases. While the presence of several 
G-runs separated by a single nucleotide spacer led to the formation of intermolecular G-quadruplex 
structures, mutation in the original G-quadruplex sequence induced the formation of intramolecular 
structures with different conformations. In vitro binding and competitive binding experiments 
demonstrated specific binding of the IFI16 protein to G-quadruplex structures without differences 
in protein binding preference to a particular G-quadruplex conformation. Stabilization 
of G-quadruplex structures in vivo behind the transcription factor responsive element (p53) in the gene 
promoter induced repression of the transcription of the given gene. In the absence of any binding site 
of the IFI16 protein, a protein-protein interaction between the IFI16 and p53 proteins occurred, which 
led to an increase in the transactivation potential of the p53 protein, while the binding of the p53 
protein and initiation of reporter gene transcription was influenced not only by the presence 
of the G-quadruplex motif and its stabilization, but and the D N A sequence adjacent to the p53 
responsive element. 

KEYWORDS 

IFI16, G-quadruplex, p53, DNA-protein interaction, protein-protein interaction, circular dichroism, 
electrophoretic mobility shift assay, isogenic yeast system, luciferase reporter assays 
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1 ÚVOD 

Interferonem gama indukovaný protein 16 (IFI16) náleží do vysoce homologní rodiny lidských 
proteinů HIN-200, pro níž je charakteristická přítomnost jedné nebo dvou tandemově umístěných 
DNA-vazebných HIN domén. Protein IFI16 plní v buňce řadu funkcí - rozeznává poškozenou nebo 
cizorodou DNA, podílí se na regulaci buněčné proliferace, tkáňové diferenciaci a procesech 
buněčného stárnutí a apoptózy [1]. Vlivem své vazebné aktivity a subcelulární lokalizace indukuje 
protein IFI16 aktivaci různých signálních drah zapojených do nespecifických imunitních reakcí. Stejně 
jako řada dalších restrikčních faktorů, protein IFI16 rozpoznává specifické vzory ve virové D N A [2-4] 
a je schopen inhibovat virovou infekci přímou interakcí s D N A virů před zahájením exprese 
interferonů [5]. Bylo prokázáno, že k řízení vrozené imunitní odezvy je nezbytná přítomnost proteinu 
IFI16 plné délky, kdy dochází k tvorbě homo- a heterodimerních komplexů a kooperativnímu 
sestavení inflamazomu [6]. Protein IFI16 plné délky je schopen reprimovat transkripci D N A 
a modulovat aktivitu některých transkripčních faktorů jako jsou proteiny p53 a pRb [7]. V poslední 
době je zkoumáno zapojení proteinu IFI16 do dalších metabolických drah prostřednictvím jeho 
vazebných interakcí během nádorové suprese [8-11]. Domény proteinu IFI16 vykazují odlišné 
vazebné vlastnosti k různým strukturám D N A vlivem rozdílné distribuce povrchového náboje při 
vysoce konzervované topologii obou HIN domén [12]. Přestože protein IFI16 interaguje in vitro 
s jednořetězcovou i dvouřetězcovou D N A prostřednictvím elektrostatických interakcí kladně nabitých 
proteinových reziduí se záporně nabitou cukr-fosfátovou kostrou D N A [13], upřednostňuje protein 
strukturně specifickou vazbu k nadšroubovicové dsDNA [14] a různým křížovým strukturám. Protein 
IFI16 vykazuje specifickou vazbu ktzv. strukturám G4rvadruplexů, které je schopen svou vazbou 
účinně stabilizovat [13]. G4cvadruplexy jsou sekundární nekanonické lokální struktury D N A a RNA, 
které se snadno tvoří in vitro i in vivo ze sekvencí bohatých na guaninové báze. Struktury 
G4rvadruplexů se podílí na udržování stability genomu a zapojují se do procesů replikace D N A , 
transkripce i translace. Jejich výskyt byl prokázán v oblastech promotorů onkogenů, telomer, 
5'a 3'nepřekládaných oblastech D N A a mediátorové R N A [15-19]. Vzhledem k lokalizaci struktur 
G4rvadruplexů ve významných oblastech D N A se G4rvadruplexy staly předmětem zájmu jako 
potenciální terapeutické cíle. Byla vyvinuta řada léčiv schopných interagovat se strukturami 
G4cvadruplexů a je zkoumáno jejich zapojení při výrobě biosenzorů [20, 21], biokatalyzátorů [22] 
a biomateriálů [23, 24]. Tvorba struktur G4ívadruplexů v nevhodné oblasti genomu, nebo čase může 
naopak zvyšovat nestabilitu genomu a indukovat tvorbu rakovinného bujení. Byla vyvinuta řada 
metod pro identifikaci a charakterizaci struktur G4ívadruplexů a jejich interakcí s proteiny nebo 
G4rvadruplexovými Ugandy - např. nukleární magnetická rezonance [25], tepelná a izotermická 
diferenční spektrometrie [26], spektroskopie cirkulárního dichroismu [27], testy posunu 
elektroforetické mobility nebo in vivo experimenty založené na kvasinkovém isogenním systému 
využívající trans-aktivační potenciál proteinu p53. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Protein IFI16 

Interferonem gama indukovaný protein 16 (IFI16) se řadí do vysoce homologní rodiny savčích 
proteinů HIN-200. Proteinová rodina HIN-200 zahrnuje mj. čtyři lidské členy, kteří sdílí jednu nebo 
dvě tandemově umístěné konzervované C-terminální HIN domény o délce 200 aminokyselin, 
jež se podílejí na vazbě proteinu k D N A a protein-proteinových interakcí během regulace 
transkripce [8-11]. Spolu s proteinem IFI16 jsou mezi lidské členy rodiny HIN-200 řazeny proteiny 
M N D A (nukleární diferenciační antigen myeloidních buněk; z angl. myeloid cell nuclear 
differentiation), AIM2 (interferonem indukovatelný protein chybějící v melanomu; z angl. absent 
in melanoma 2) a IFIX (interferonem gama indukovaný protein X ; z angl. interferon gamma inducible 
protein X) [28-31]. Všechny lidské proteiny rodiny HIN-200 sdílejí motiv homotypické N-terminální 
a-helikální PYRIN domény [32, 33] a řadí se do rodiny cytosolických D N A receptoru podobným 
AIM2 (ALR; z angl. AIM2 like receptors) [34]. 

Exprese proteinu IFI16 byla detekovatelná v epiteliálních i endoteliálních buňkách, fibroblastech 
a buňkách hematopoetického původu [35-38]. Rovněž bylo diskutováno možné zapojení proteinu 
IFI16 do aktivace lidských dendritických buněk a aktivaci adaptivního imunitního systému [38]. 
Protein IFI16 byl původně označován jako jaderný protein, protože ve své struktuře obsahuje jaderný 
lokalizační signál (NLS, z angl. nuclear localization signal) [39] Později byla jeho přítomnost 
v různých typech buněk detekována nejen v jádře (včetně jadérka a nukleoplasmy), ale rovněž 
v cytoplazmě a obou kompartmentech současně, čímž se odlišuje od ostatních členů rodiny HFN-200 
s výlučně jaderným nebo cytoplazmatickým výskytem [40]. Rovněž bylo prokázáno, že protein IFI16 
je schopen za určitých podmínek translokovat z jádra do cytoplazmy, jako tomu je např. po vystavení 
buněk keratinocytů U V - B (ultrafialové B; z angl. ultraviolet B) zářením [41]. Přestože bylo 
charakterizováno několik faktorů, které mohou regulovat subcelulární lokalizaci proteinu IFI16, 
nebyly dosud molekulární mechanismy regulace jeho redistribuce objasněny [40]. 

Translokace proteinu IFI16 v buňce pravděpodobně nastává i v důsledku jeho interakcí 
s adaptorovým proteinem A S C (adaptorový protein spojený s apoptózou obsahující C A R D ; z angl. 
apoptosis-associated speck-like protein containing CARD). Protein A S C je primárně detekován 
v jádrech lidských monocytů a makrofágů. V důsledku infekce buněk dochází k jeho redistribuci 
z jader do cytosolu [42]. Bylo prokázáno, že během infekce lidských endoteliálních buněk virem 
K S H V (herpesvirus spojený s Kaposiho sarkomem; z angl. Kaposi's sarcome-associated herpesvirus), 
dochází k interakci proteinu IFI16 s proteinem ASC, která indukuje tvorbu inflamazomu 
translokujícího z jádra do perinukleární oblasti. [43]. Kromě výše zmíněných, ovlivňuje subcelulární 
lokalizaci proteinu IFI16 i samotný typ (myeloidní vs. epiteliální buňky) a fenotyp buněk (normální 
vs. transformované buňky), exprimované hladiny proteinu (endogenní vs. ektopicky exprimovaný) 
a léčba interferonem responzivními buňkami [40]. 

2.1.1 Struktura proteinu IFI16 

Protein IFI16 se vyskytuje ve třech izoformách (A. B a C), které vznikají alternativním sestřihem 
mRNA (mediátorová RNA; z angl. messenger RNA) genu IFI16 [35, 36]. K sestřihu dochází v místě 
kódující oblast tzv. raménka (linkeru) oddělujícího obě HIN domény. Oblast línkem je bohatá 
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na aminokyseliny serin-threonin-prolin (S/T/P) a může obsahovat až tři kopie vysoce konzervované 
56-aminokyselinové S/T/P domény kódované odlišnými exony [44]. Přestože může být protein IFI16 
fosforylován na serinových a threoninových residuích, nebyly dosud objeveny up-stream 
proteinkinázy nebo význam fosforylace proteinu [39]. 

Protein IFI16 obsahuje dvě vysoce konzervované tandemově umístěné D N A vazebné HIN 
domény (HIN-A a HIN-B) a konzervovanou N-terminální a4ielikální PYRIN doménu odpovědnou 
za převážnou část jeho protein-proteinových interakcí. PYPJN doména bývá označována jako 
„doména smrti" a je přítomna u nadrodiny proteinů zapojených do apoptózy a imunitních 
reakcí [32, 33]. C-terminální HFN domény se podílí jak na vazbě k DNA, tak na interakci s proteiny 
regulujícími transkripci [8-11]. Obě HIN domény se vzájemně liší v oblastech smyček 
a v orientaci blízkých sekundárních strukturních prvků. HFN-A a HIN-B domény jsou tvořeny 
aminokyselinovými residui 192-393 (HIN-A) a 515-710 (HIN-B) a obě obsahují dvě v tandemu 
umístěné subdomény [12], jak je znázorněno na obrázku 2.1.1. 

Obrázek 2.1.1: Bioinformaticky předpovězená struktura proteinu IFI16 plné délky. Protein IFI16 obsahuje dvě 
tandemově umístěné C-terminální DNA-vazebné HIN domény (HIN-A a HIN-B) a N-terminální PYRIN doménu 
(tmavě modrá). Obě HIN domény jsou tvořeny dvěma sub-doménami (HIN-A sub-doména 1 je značena žlutě, 
sub-doména 2 červeně, HIN-B sub-doména 1 je značena světle modře a subdoména 2 zeleně). Vizualizace pdb 
souboru AF-Q16666-Fl-model_v4 byla provedena v programu Jmol. 

Sub-domény 1 se rozkládají na aminokyselinových zbytcích 199-281 (HIN-A) 
a 520-597 (HIN-B) a jsou tvořeny osmi [3-skládanými listy a jedním a-helixem, které společně vytváří 
strukturu globulárního soudku o rozměrech 1 3 x 1 8 x 3 6 A 3 (HIN-A sub-doména l ) a l 4 x l 8 x 3 5 Á 3 
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(HIN-B sub-doména 1). Sub-domény 2 obou domén jsou tvořeny aminokyselinovými zbytky 
314-389 (HIN-A) a 628-705 (HIN-B). Sub-domény 2 tvoří sekundární struktury jednoho a-helixu 
a šesti (3-skládaných listů, které se formují do struktury kulovitého soudku o rozměrech 
11 x 19 x 21 Á 3 (HIN-A sub-doména 2) a 10 x 20 x 22 Á 3 (HIN-B sub-doména 2). Sub-domény obou 
domén jsou vzájemně spojeny mezidoménovým raménkem (linkerem) [12]. Struktura obou domén 
s příslušnými sub-doménami je zobrazena na obrázku 2.1.2. 

Obrázek 2.1.2: Struktura DNA vazebných HIN domén proteinu IFI16. Obě domény jsou dále rozděleny na dvě 
sub-domény, které jsou spojeny mezidoménovým linkerem [45] (upraveno). 

Na základě bioinformatické analýzy modelových sekvencí proteinů HIN-200 bylo zjištěno, 
že HIN domény obsahují dva vysoce konzervované OB záhyby schopné asociovat 
s oligonukleotidovými nebo oligosacharidovými řetězci (z angl. oligonucleotide/oligosaccharide 
binding folds) [46]. OB záhyby jsou tvořeny dvěma třívláknovými vzájemně antiparalelními 
(3-skládanými listy, které se formují do struktury uzavřeného [3-soudku. Důležitou funkci 
při rozpoznání a vazbě proteinu IFI16 k řetězcům oligonukleotidů nebo oligosacharidů plní smyčky 
L12 a L45. Zatímco smyčky dalších proteinů nesoucích motivy OB-záhybů, jako např. AspRS (tRNA 
(transferová RNA) syntetáza kyseliny asparagové; z angl. Aspartic acid transfer R N A synthetase), 
RPA70 (podjednotka replikačního proteinu A o velikosti 70 kDa vázající jednořetězcovou DNA; 
z angl. replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit) nebo a-TEBP (protein Arabidopsis 
thaliana vázající responzivní element obsahující ethylen; z angl. Arabidopsis thaliana ethylene -
responsive element binding protein), mohou být tvořeny i více než 15 aminokyselinovými zbytky, 
OB-záhyby proteinu IFI16 čítají nejvíce pět aminokyselinových residuí [47]. Rovněž byly 
u OB-záhybů proteinu IFI16 objeveny změny ve spojovacích vláknech [33 a [34 a-helixu [47, 48]. 
K zajištění správné strukturní stability obou domén je nezbytná přítomnost obou vzájemně 
interagujících sub-domén. Mezi sub-doménami dochází k tvorbě nekovalentních a aromatických 
interakcí konzervovaných napříč proteiny rodiny HIN-200 [12]. 
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Intenzita represe indukované D N A vazebnými HIN doménami je pravdepodobne podpořena 
prítomnou N-terminální PYRIN doménou proteinu IFI16, která se rovněž může vázat k molekulám 
D N A [49]. PYRIN doména označována rovněž jako P A A D nebo DAPIN doména se řadí 
do nadrodiny tzv. domén smrti. Domény smrti jsou obsaženy v proteinech, které se podílí na apoptóze, 
resp. pyroptóze a zánětlivých odpovědích [50]. Pyroptóza je druh prozánětlivé programované buněčné 
smrti. Její aktivace je zprostředkována enzymem kaspázou-1 a nastává v důsledku patologických vlivů 
jako jsou např. mrtvice, srdeční infarkt nebo rakovina [51]. Pyroptóza je nezbytná pro kontrolu 
mikrobiálních infekcí. Její dysregulace může vést k rozvoji autoimunitních onemocnění [52]. 
Do nadrodiny domén smrti patří rovněž domény CARD/DED a DD [50]. Proteiny nesoucí doménu 
PYRIN sdílejí pouze nízkou sekvenční podobnost (15 %), s výjimkou proteinu IFI16 a M N D A , které 
sdílejí sekvenční podobnost 50 %. Struktura domény PYRIN byla charakterizována nukleární 
magnetickou rezonancí. Doména je tvořena svazky šesti a4ielixů s neuspořádaným helixem 3 
tvořícími topologii řeckého klíče [33, 53]. Bioinformatický model PYRIN domény vytvořený 
homologním modelováním na základě N M R dat struktury proteinu N A P I L I (nucleosome assembly 
protein 1 like 1) je znázorněn na obrázku 2.1.3 

Obrázek 2.1.3: Troj dimenzionální struktura PYRIN domény. Homologické modelování domény NAPILI-PYRIN 
je znázorněno fialově. Model PYRIN domény proteinu IFI16 modelovaný programem Modeller je zobrazen 
světle zelenou. Červeně jsou zobrazeny molekuly tyrosinu [54] (upraveno). 

2.1.2 Biologické funkce proteinu IFI16 

Protein IFI16 je senzor virové a bakteriální D N A [40, 55], který se zapojuje mj. do procesů regulace 
buněčné proliferace, tkáňové diferenciace, buněčného stárnutí aapoptózy [1]. Protein IFI16 je součástí 
B A S C D N A opravného multiproteinového komplexu (komplex proteinů asociovaný s genem BRCA1 
pro protein náchylnosti k rakovině prsu typu 1; z angl. a super complex of BRCA1 (breast cancer type 
l)-associated proteins), jehož tvorba je indukována v důsledku poškození D N A U V zářením [49]. 
Vzniklý proteinový komplex indukuje vazbou na D N A v oblasti promotorů represi transkripce [56]. 
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Rovněž byla prokázána souvislost mezi proteinem IFI16 a patogenezí některých imunitních 
onemocnění, jako je systémový lupus eryťhematodes (SLE; z angl. lupus erythematosus disseminatus), 
kdy je protein IFI16 vylučován buňkami v podobě alarminu, kde tvoří autoantigen [41, 57-60]. 

2.1.2.1 Protein IFI16 jako senzor cizorodé DNA 

Imunitní odpověď je zprostředkována prostřednictvím složek přirozené a specifické imunity. Přirozená 
imunita je vývojově starší, vrozená, neadaptivní a antigenně nespecifická. Je přítomna u všech 
mnohobuněčných organismů. Buněčnou složku vrozené imunity představují fagocyty, makrofágy 
a NK-buňky a složku humorální tvoří komplement a interferony. Oproti tomu specifická imunita 
je vývojově mladší (přítomna pouze u obratlovců), adaptivní a disponuje imunologickou pamětí. 
Buněčnou složku specifické imunity představují T-buňky, které jsou schopny aktivovat B-lymfocyty 
(složka humorální), které produkují protilátky [61, 62]. V posledních několika letech došlo k vyčlenění 
tzv. „vnitřní imunity", která zahrnuje skupinu interferonů (zvláště interferon typu I) a cytokiny, tedy 
původně složky nespecifické imunity [63]. Buněčné proteiny, které se zapojují do antivirových 
obranných mechanismů (jako protein IFI16) jsou označovány jako reštrikční nebo omezující faktory 
(RF, z angl. restriction factors) [64]. Rada těchto restrikčních faktorů rozpoznává specifické vzory 
ve virové D N A [2-4]. Oproti Toll-like nebo RIG (gen indukovatelný kyselinou retinovou; z angl. 
retinoic acid-inducible gene) receptorům, mohou RF inhibovat virovou infekci přímou interakcí 
s virovou D N A ještě před samotnou indukcí exprese interferonů [5]. 

Bylo prokázáno, že protein IFI16 plní nepostradatelnou funkci restrikčního faktoru proti virové 
replikaci [30, 31]. Vazebná aktivita proteinu IFI16 vede k aktivaci různých signálních drah a spolu 
s jeho subcelulární lokalizací určují aktivaci konkrétní signální dráhy. Během řízení vrozené imunitní 
odezvy je nezbytná přítomnost proteinu IFI16 plné délky, tedy proteinu s oběma DNA-vazebnými 
doménami a PYRIN doménou, která zprostředkovává interakci s dalšími molekulami proteinů 
za tvorby homo- i heterodimerů, což indukuje kooperativní sestavení vláken a aktivaci signálních drah 
[6]. V případě, že PYRIN doména proteinu IFI16 chybí, dochází pouze ke slabé afinitní asociaci 
s dvouřetězcovou D N A (dsDNA; z angl. double-stranded DNA) [65]. Detekce dsDNA proteinem 
IFI16 v cytoplazmě vede k aktivaci dráhy STING-TBK-IRF3 (stimulátor interferonových genů; 
z angl. stimulátor of interferon genes-TANK vazebná kináza; z angl. TANK-binding kinase-
interferonový regulační faktor; z angl. interferon regulátory factor), která indukuje jadernou expresi 
interferonů typu I [66]. Podrobný molekulární mechanismus aktivace STING a indukce sestavení 
inflamazomu proteinem IFI16 ovšem nebyl dosud zcela objasněn [13]. Přestože se protein IFI16 řadí 
do rodiny receptoru podobných AIM2, existuje hypotéza, že u nich dochází k odlišnému sestavení 
komplexu inflamazomu vlivem rozdílných povah jejich PYRIN domén [12]. 

Dosud byla imunitní reakce zprostředkovaná proteinem IFI16 nejlépe popsána u virů z čeledi 
herpesviridae a viru lidské imunodeficience (HIV; z angl. human immunodeficiency virus). 
Po rozpoznání a-herpesviru HSV-1 (virus herpes simplex typ 1; z angl. herpes simplex virus 1) v jádře 
hostitelské buňky proteinem IFI16, dochází ktranslokaci proteinu do cytoplazmy, kde dochází 
ke stimulaci signální dráhy STING-TBK-IRF3, která indukuje expresi interferonů typu I 
v jádře hostitelské buňky-stejně jako tomu je v případě detekce patogenní D N A přímo 
v cytoplazmě [34, 67]. Rovněž dochází k interakci proteinu IFI16 s adaptorovým proteinem A S C 
a prokaspázou-1 (proCasp-1; z angl. procaspase-1) za vzniku proteinového komplexu inflamazomu, 
jehož tvorba aktivuje štěpení kaspázy-1 (Casp-1; z angl. caspase 1) [68]. Stejně jako HSV-1 je i D N A 
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(3-herpesviru H C M V (lidský cytomegalovirus; z angl. human cytomegalovirus) detekována v jádře. 
Protein IFI16 blokuje replikaci H C M V virového promotoru UL-54 prostřednictvím aktivace Spi 
(protein specifičnosti 1; z angl. specifity protein 1) transkripčních faktorů [69, 70], nebo aktivuje 
expresi antivirových cytokinů zprostředkovanou signální dráhou STING [71]. Oproti tomu, 
po rozpoznání dsDNA y-herpesviru K S H V , dochází k sestavení komplexu inflamazomu a zrání 
interleukinů IL- ip a IL-18 nezávisle na A L R [12]. V případě detekce D N A viru E B V (virus Epstein-
Barrové; z angl. Epstein-Barr virus) proteinem IFI16 v průběhu latentní infekce viru, dochází k tvorbě 
komplexu ASC-IFI16-proCasp-l přímo v jádře. Následně dochází ktranslokaci vzniklého komplexu 
inflamazomu do cytoplazmy a aktivaci Casp-1, která štěpí prointerleukin pro-IL-lp 
za vzniku IL-1 [3 [72]. 

Během infekce viru HIV-1 byly dosud pozorovány tři možné scénáře zapojení proteinu IFI16 
do imunitních odpovědí. Během infekce makrofágů interaguje protein IFI16 s dsDNA vzniklou 
reverzní transkripcí virové RNA. Dochází k aktivaci signální dráhy STING-TBK1-IRF3 nebo IRF7, 
která indukuje expresi interferonu typu I. Rozpoznání virové dsDNA v aktivovaných CD4+ 
T-lymfocytech (skupina T-lymfocytů s diferenciační skupinou povrchových glykoproteinů 
lokalizovaných převážně na vnější straně cytoplazmatické membrány) vede k aktivaci signální dráhy 
STING-TBK1. V buňkách nedochází k produkci interferonu vlivem poškození signálního 
mechanismu, což vede k nastolení produktivní infekce. Oproti tomu v klidových buňkách CD4+ 
T-lymfocytů dochází k aktivaci inflamazomu a tvorbě aktivní molekuly IL-lp, která indukuje 
buněčnou smrt pyroptózou [73-75]. 

2.1.2.2 Protein IFI16 jako represor transkripce 

Stejně jako řada aktivátorů transkripce jsou i transkripční represory často modulární proteiny schopné 
interagovat s jinými buněčnými a virovými proteiny a strukturními oblastmi schopnými vázat DNA. 
Během represe přitom nedochází ke kompetici aktivátoru a represoru o vazebné místo, nýbrž 
k interakci daného represoru se složkami bazálního transkripčního aparátu, nebo k interakci 
se samotnými aktivátory transkripce [76]. Transkripční represory mohou vázat D N A sekvenčně 
specifickým způsobem, nebo interagovat s proteiny vázající DNA, které řídí přenos daného represoru 
na konkrétní vazebné místo [7]. 

Biologické vlastnosti proteinu IFI16 jako indukce exprese interferonu a a y, jaderná lokalizace 
a schopnost interakce proteinu s D N A prostřednictvím HIN domén ukazují na schopnost proteinu 
regulovat transkripci D N A a možnost modulace aktivity některých transkripčních faktorů [77-80]. 
Experimenty provedené na systému využívající model G A L 4 (galaktózou indukovatelný promotor) 
transkripčního faktoru IFI16 prokázaly silné potlačení transkripce reportérového genu po vazbě 
proteinu IFI16 do promotorové oblasti modelového systému. K represi transkripce docházelo po vazbě 
proteinu do up-stream oblasti vzdálené do 760 bp (párů bazí; z angl. base pairs) a down-stream oblasti 
do vzdálenosti 1 000 bp od místa počátku transkripce, a to beze změny hladiny represe proteinem 
v závislosti na délce [49]. V daném systému docházelo k významnému potlačení transkripce pouze 
v případě ekvimolekulárního množství obou proteinů. GAL4 transkripční faktor váže molekulu D N A 
jako dimer, v takovém případě dochází k signifikantnímu potlačení pouze v případě vazby dvou 
molekul proteinu IFI16. Protein IFI16 může rovněž interagovat s transkripčními regulačními proteiny 
jako jsou p53 (buněčný nádorový antigén, „strážce genomu"; z angl. cellular tumor antigén p53) a pRb 
(protein související s retinoblastomem; z angl. retinoblastoma-related protein) a podílí se na modulaci 
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jejich transkripční aktivity [7]. Jak protein p53, tak protein pRb vykazují aktivní represi [81-83] 
s případnou korepresí v komplexu s proteinem IFI16 [49]. 

Represe proteinu IFI16 a celé proteinové rodiny HIN-200 je podmíněna přítomností 
amino-koncové DNA-vazebné oblasti. K účinnému potlačení transkripce je nezbytné zapojení proteinu 
IFI16 plné délky. Exprese samotné PJJN-A nebo HIN-B DNA-vazebná domény nebo exprese 
C-terminální oblasti obsahující současně obě HESÍ domény s pantovou oblastí neindukují represi 
transkripce [49]. 

2.1.2.3 Rozpoznání vlastní a cizorodé DNA proteinem IFI16 

Mechanismy rozpoznání patogenní D N A i R N A prostřednictvím vrozeného imunitního systému byly 
předmětem řady výzkumů. Zvláštní pozornost byla věnována mechanismu rozpoznání vlastní D N A 
od cizorodých nukleových kyselin nebo poškozené D N A hostitele [84]. 

K první detekci cizorodé nebo poškozené D N A může dojít již vcytoplazmě. Imunitní systém 
vyhodnotí veškerou přítomnou D N A jako cizorodou, protože za normální podmínek se endogenní 
D N A hostitele v cytoplazmě nenachází. Většina D N A virů těmto mechanismům detekce uniká 
z důvodu obnažení patogenní D N A až v okamžiku vstupu do jádra hostitelské buňky [2, 3]. V reakci 
na přítomnost patogenní D N A v jádře dochází k sestavení signálních drah, které indukují zánětlivé 
reakce vůči D N A patogenu, ale nikoliv vůči vlastní dsDNA v jádře [43, 68, 85]. Jedním z klíčových 
faktorů umožňující proteinu rozlišit vlastní a cizorodou D N A v jádrech hostitelských buněk 
je chromatinizace D N A [43, 85-89]. Bylo prokázáno, že transfekovaná chromatinizovaná D N A viru 
SV40 (opičí vakuolizující virus 40; z angl. simian vacuolating virus 40) je schopna se účinně vyhnout 
rozpoznávacímu mechanismu proteinu IFI16 [88]. K účinné oligomerizaci proteinu na molekule 
dsDNA dochází za předpokladu, že D N A dosahuje délky alespoň 50-70 bp, přičemž velikost linkeru 
vyskytujícího se mezi dvěma komplexy nukleozomů se pohybuje v rozmezí 20-30 bp [90]. 
Nukleozomy v genomu hostitelské buňky omezují ID (jednorozměrnou; z angl. one-dimensional) 
difúzi proteinu a zamezují oligomerizaci proteinu IFI16 a signálních ohnisek na molekule 
dsDNA [84]. 

K vytvoření funkčního mechanismu sestavení prozánětlivého proteinového komplexu musí být 
molekuly proteinu IFI16 schopné vzájemné lokalizace na molekulách patogenní D N A a nesmí 
inhibovat vlastní dsDNA. V případě přetrvávající signalizace proteinem IFI16 může dojít k rozvoji 
autoimunitních onemocnění jako je např. Sjogrenův syndrom [44, 44, 58, 59, 91]. Rychlost sestavení 
proteinových komplexů se zvyšuje nelineárně (až 5Okřát) s rostoucí délkou dsDNA až do 600 bp, 
kdy dosahuje rychlost sestavení proteinového komplexu konstantní hodnoty. K iniciaci tvorby 
komplexu je nezbytná přítomnost alespoň čtyř kopií proteinu IFI16 a k optimální oligomerizaci 
je nutná přítomnost přibližně deseti proteinových molekul [84]. Ke zvýšení pravděpodobnosti 
vzájemné lokalizace molekul proteinu IFI16 na molekule D N A protein jednorozměrně skenuje podél 
dsDNA. Jednotlivé molekuly proteinu IFI16 difundují na dsDNA. Difuzní koeficient proteinu IFI16 
se zvyšuje s rostoucí iontovou silou prostředí [92]. Naopak ke snížení difuzního koeficientu dochází 
s rostoucím množstvím molekul proteinu IFI16 navázaným do vznikajícího komplexu [84]. Delší 
molekuly D N A umožňují rychlejší tvorbu oligomerů proteinu IFI16 než kratší molekuly dsDNA, 
kde dochází k ID difúzi proteinu. Delší molekuly D N A rovněž neumožňují rychlou lokalizaci 
již navázaných molekul proteinu IFI16 na D N A [93-95]. 
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2.1.3 Vazebné vlastnosti proteinu IFI16 

HIN domény všech členů A L R vykazují vysoce konzervovanou topologii s rozdílnou distribucí 
povrchového náboje, který ovlivňuje povrch a vazbu domén k D N A [12]. Rozdíly vazebných 
vlastností obou DNA-vazebných domén proteinu IFI16 se projevují nejen při snímání DNA, 
ale i během aktivace vrozených imunitních reakcí [13]. Přestože protein IFI16 interaguje in vitro 
s ssDNA (jednořetěžcová DNA; z angl. single-stranded DNA) i dsDNA různé délky, k optimální 
indukci tvorby interferonu in vivo je nezbytná transfekce buněk dsDNA alespoň o délce 70 bp [34]. 
Kromě vrozených imunitních odpovědí se vazebné vlastnosti proteinu IFI16 projevují rovněž 
při opravě D N A a regulaci aktivity transkripčního faktoru p53 [10, 12]. Bylo prokázáno, že protein 
IFI16 prostřednictvím HIN-A domény interagující s C-koncem proteinu p53 a přispívá ke zvýšení jeho 
sekvenčně specifické vazby na D N A během transkripce [12]. 

Obě HIN domény proteinu IFI16 interagují in vitro s ssDNA i dsDNA [10, 34] prostřednictvím 
elektrostatických interakcí [13], které jsou ovlivněny koncentrací solí [96]. K elektrostatické interakci 
dochází mezi kladně nabitými postranními řetězci aminokyselin a záporně nabitou cukr-fosfátovou 
kostrou D N A [13] Obě DNA-vazebné HIN domény proteinu IFI16 společně vykazují vyšší schopnost 
vazby než samotná doména HIN-A nebo HIN-B [34]. 

Výsledky N M R strukturní analýzy ukázaly, že HIN-A doména k vazbě na D N A využívá 
primárně residua z vlákna [34 a smyčky druhého záhybu L45 spojujícího vlákno [34 s [35. Vzniklý shluk 
kladně nabitých proteinových zbytků z druhého záhybu spojuje páteř jednoho řetězce D N A a tvoří 
pseudošroubovicovou spirálu, která se páruje s dalším řetězcem DNA. Pseudošroubovicová spirála 
je zachycena mezi dvěma postranními řetězci aminokyselin K371-K372 a N373-Q374, přičemž 
k interakci s D N A dochází primárně u pozitivně nabitých aminokyselin R368-K377. Druhou oblastí 
vázající D N A na HIN-A doméně je asymetrická jednotka tvořená primárně aminokyselinami 
z kanonické smyčky L34 záhybu 1 a C-konce HIN-A domény. Zatímco mezi aminokyselinovým 
zbytkem K256 a kyslíkem fosfátové skupiny kostry D N A dochází k tvorbě vodíkové vazby, K214 
umístěná na smyčce mezi vlákny [31 s [32 interaguje s řetězcem D N A [13]. 

DNA-vazebný povrch HIN-B domény je předem formován a není ovlivněn přítomností dsDNA, 
jak ukázala analýza její struktury v případě absence i přítomnosti molekuly DNA. HIN-B doména 
interaguje s D N A převážně prostřednictvím aminokyselinových reziduí umístěných na samotném 
záhybu O B 2 (K732, K734 a R764) a na linkeru mezi oběma OB záhyby (K663 a R667) [96], 
jak j e znázorněno na obrázku 2.1.4. 
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Obrázek2.1.4: Interakce HIN-B domény proteinu IFI16 s DNA. Interakce DNA.HIN-B prostřednictvím 
vodíkových můstků jsou prezentovány šedými tečkovanými čarami, řetězce DNA jsou znázorněny žlutou a šedou 
barvou a hranice obou OB záhybů jsou značeny fialovou přerušovanou linií [96] (upraveno). 

Aminokyseliny s D N A interagují prostřednictvím vodíkových vazeb a Van der Waalesových 
elektrostatických sil s fosfáty hlavního řetězce DNA. Ukazuje se, že zvlášť důležitou oblastí pro vazbu 
HIN-B domény na molekulu D N A představuje oblast záhybu OB2. Přestože mutace v záhybu OBi 
a oblastí linkeru mezi oběma záhyby nemají výrazný vliv na interakci domény HIN-B s DNA, mutace 
v záhybu OB2 výrazně narušují vazebnou afinitu celé HIN-B domény. Aminokyselinové zbytky K663 
a R667 v HIN-B doméně jsou posunuty ve vyšších polohách oproti zbytkům lokalizovaným v HIN-A 
doméně. Rovněž residua K734 a R764 v HIN-B doméně nejsou shodná s rezidui v HIN-A 
doméně [96]. Tyto rozdíly pravděpodobně způsobují nižší D N A vazebnou afinitu HIN-A 
domény [34]. 

HIN-A doména váže ssDNA i dsDNA s podobnou afinitou, zatímco doména HIN-B a obě HIN 
domény současně vykazují nižší afinitu k ssDNA bohatou na adenin a thymin. Přestože doména 
HIN-A oproti HIN-B vykazuje rychlejší tvorbu komplexu, váže samotná doména HIN-B D N A 
bohatou na páry GC bází (guanin a cytosin) pevněji než HIN-A, což prokazuje nižší rychlost disociace 
komplexu s HIN-B. Na rozdíl od HIN-B, dochází u HIN-A domény k tvorbě stabilního komplexu 
s ssDNA v roztoku, což bylo potvrzeno kombinací N M R titračních studií a studiemi krystalových 
struktur komplexu HIN domén s D N A [13]. 

Vazebné vlastnosti obou DNA-vazebných HIN domén jsou rovněž ovlivněny mutacemi v jejich 
strukturách. Zatímco mutace aminokyselinových reziduí HIN-B domény interagujících s D N A vedou 
ke snížení indukce promotoru IFN-[3 a delece celé HIN-B domény způsobí úplné narušení 
aktivace promotoru [96], mutace proteinu IFI16 plné délky v oblastech HIN-A domény 
K252A/N254A/K256A/K257A, nebo R368A, K370A, K372A, N373A, Q374A indukují zvýšenou 
aktivaci promotoru IFN-[3 [13]. 

Molekula D N A neformuje pouze pravotočivou nebo levotočivou dvouřetězcovou sekundární 
strukturu, nýbrž může vytvářet i struktury označované jako vlásenky (palindromy), i-motivy, triplexy 
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nebo kvadruplexy. Bylo prokázáno, že protein IFI16 upřednostňuje vazbu na tzv. supercoiled D N A 
před vazbou na lineární D N A stejné sekvence [14]. Rovněž bylo prokázáno, že protein IFI16 vykazuje 
preferenční vazbu k sekundární struktuře G-kvadruplexu (G4, z angl. G-quadruplex). Protein IFI16 
je schopen rozpoznat strukturu G-kvadruplexu, specificky se na ni vázat a touto vazbou j i stabilizovat, 
třebaže je lokalizována v omezeném množství v molekule supercoiled DNA. Během specifické vazby 
dochází k tvorbě globulárních struktur, zatímco vazba na ss- nebo dsDNA indukuje oligomerizaci 
proteinu podpořenou prostřednictvím PYRIN domény. Stabilizace sekundárních struktur 
G-kvadruplexů c M Y C (sekvence odvozená z promotoru genu cMYC) a HTEL (sekvence odvozená 
z lidské telomerické DNA; z angl. human-like telomeric DNA) vedla v molárním poměru 
DNAprotein 1:1 k vyšší stabilizaci, než přídavek 50 mmolT 1 KC1. Interakce proteinu IFI16 
se strukturou G4 způsobuje konformační změny u všech tří proteinových domén a vede 
ke znepřístupnění aminokyselin R611 až S614 HIN-B domény [97], které tvoří polární kontakty 
s D N A [96]. Komplexní pohled na problematiku vazebných preferencí proteinu IFI16 ukazuje, 
že protein vykazuje rostoucí preference od ssDNA, dsDNA, křížové struktury až po motiv 
G-kvadruplexu, kdy dochází k vazbě až 90 % přítomného proteinu již při molárním poměru 
DNAprotein 1:4. Dosud nebyla pozorována preference proteinu IFI16 ke konkrétní konformaci 
G-kvadruplexu [97]. 

2.2 G-kvadruplexy 
Přestože je molekula D N A známa především v podobě dvoušroubovice, projekt ENCODE prokázal, 
že D N A a R N A může vytvářet nekanonické sekundární struktury se zásadním biologickým 
významem. Mezi tyto struktury náleží mj. i tzv. G-kvadruplexy (G4) [98]. 

G-kvadruplexy jsou nekanonické sekundární lokální struktury D N A a RNA, které se snadno tvoří 
in vitro i in vivo ze sekvencí bohatých na guaninové báze. Bylo prokázáno, že G-kvadruplexy 
se zapojují do řady významných buněčných procesů, jako je genová replikace DNA, transkripce, 
translace a udržování stability genomu. Vyskytují se ve specifických sekvencích s funkčním 
významem jako jsou telomery a oblasti promotorů onkogenů nebo 5 a 3 nepřekládaných oblastech 
(UTR; z angl. untranslated region) mRNA. 

Existuje řada proteinů, které jsou schopny interagovat s motivem G-kvadruplexu [15-19]. 
Vzhledem k jej ich významným biologickým funkcím se G-kvadruplexy staly vynikajícími 
potenciálními terapeutickými cíli. Byla vyvinuta řada léčiv schopných interagovat 
s G4 strukturami, diskutuje se i o jejich využití při výrobě biomateriálů [23, 24], biosenzorů [20, 21] 
a biokatalyzátorů [22]. 

2.2.1 Struktura G-kvadruplexů 

G-kvadruplexy se skládají z tzv. guaninových tetrád (G-tetrád). G-tetrády jsou rovinné platformy 
složené ze čtveřice guaninových bází, které se vzájemně párují nekovalentními vazbami (vodíkovými 
můstky) dle tzv. Hoogsteenova párování. Jestliže se dvě a více (nejčastěji tři) G-tetrády poskládají 
vzájemně nad sebe, může vzniknout struktura G-kvadruplexu, která je stabilizována sodnými nebo 
draselnými kationty [99-101]. Oba typy iontů jsou koordinované v kvartetu s kyslíkovými atomy 
guaninů 06 a stabilizují negativní elektrostatický potenciál ve středech G-tetrád, přičemž stabilizace 
struktur G-kvadruplexů draselnými ionty je účinnější, než stabilizace ionty sodnými [102]. 
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G-tetrády mohou zaujímat anti nebo syn glykosidickou konformaci. Jestliže směřují řetězce 
tvořící G-tetrády stejným směrem a zaujímají glykosidickou konformaci, hovoříme o tzv. paralelních 
řetězcích. Oproti tomu řetězce směřující opačným směrem jsou tzv. antiparalelní a mohou zaujímat 
různé glykosidické konformace [103]. V závislosti na počtu řetězců, ze kterých jsou G-kvadruplexy 
složeny, rozlišujeme intramolekulární a intermolekulární G-kvadruplexy. Intramolekulární 
G-kvadruplexy jsou tvořeny jedním vláknem (monomery) D N A příp. RNA, zatímco intermolekulární 
G-kvadruplexy jsou multimery, což znamená, že jsou tvořeny dvěma až čtyřmi různými vlákny 
nukleových kyselin. Většina biologicky významných G-kvadruplexů je in vivo tvořena 
intramolekulárními strukturami G4. Intramolekulární G4 se oproti tetramolekulárním strukturám tvoří 
rychleji a vykazují vysokou míru konformační diverzity, která je dána odlišnou strukturou čepičky, 
topologiemi konformaci smyček a různými způsoby jejich skládání. 

Na základě skladby řetězců nukleových kyselin tvořících G-kvadruplex rozlišujeme tři základní 
typy G-kvadruplexů, a to paralelní, antiparalelní a hybridní G-kvadruplexy. Ve struktuře paralelního 
G-kvadruplexu jsou všechny čtyři řetězce orientovány stejným směrem 5'-3'. Antiparalelní 
G-kvadruplex je tvořen vzájemně antiparalelními sousedními řetězci nukleových kyselin. Hybridní 
G-kvadruplex (3 + 1) obsahuje jak paralelní, tak antiparalelní vlákna, kdy tři vlákna směřují zpravidla 
stejným směrem a čtvrté vlákno je vůči těmto třem antiparalelní. Jak již bylo zmíněno výše, 
G-kvadruplexy vykazují vysokou diverzitu ve skladbě smyček. Při spojení paralelních řetězců dochází 
k tvorbě smyčky označované jako vrtule, spojením sousedních antiparalelních vláken vzniká laterální 
smyčka a při spojení antiparalelních řetězců, kdy je řetězec nukleové kyseliny veden přes jádro 
G-tetrády hovoříme o tzv. diagonální smyčce. Charakterizaci konkrétní struktury G-kvadruplexu 
rovněž stěžuje fakt, že stejná sekvence D N A může zaujímat různé konformace jako je tomu 
např. u lidské telomerické D N A nebo může vytvářet více struktur jako v případě některých promotorů 
genů [104]. 

Znalost přesné 3D (trojrozměrné; z angl. three-dimensional) struktury G-kvadruplexů je nezbytná 
pro návrh ligandů určených k jej ich stabilizaci, zvláště při jejich následném použití jako 
protirakovinné léčivo cílící na G-kvadruplexy v promotorech onkogenů a telomerách a při studiu vlivu 
G-kvadruplexů na buněčné procesy jako je replikace a transkripce D N A [105]. Struktura 
G-kvadruplexů je schematicky znázorněna na obrázku 2.2.1. 
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Obrázek 2.2.1: Struktura G-kvadruplexů. G-kvadruplexy jsou složeny ze dvou a více nad sebou položených 
rovinných G-tetrád stabilizovanými sodnými nebo draselnými monovalentními kationty. G-tetrády jsou tvořeny 
čtyřmi guaninovými bázemi, které jsou vzájemně spojeny nekovalentními vodíkovými vazbami dle Hoogsteenova 
párování (A). Struktury G-kvadruplexů jsou polymorfní a mohou zaujímat různé konformace v rámci jedné 
(intramolekulární) nebo více (intermolekulární) molekul [106]. 

2.2.2 Výskyt G-kvadruplexů v genomech organismů 

Bioinformatické analýzy lidského genomu odhalily více než 300 000 sekvencí s potenciálem tvorby 
G-kvadruplexu s konsensuální sekvencí G3+N1-7G3+N1-7G3+N1-7G3+ [14]. In vivo nevznikají 
G-kvadruplexy pouze z uvedené sekvence D N A [107], a tak jejich počet může stanovenou hodnotu 
významně převyšovat. Bylo prokázáno, že lokalizace struktur G-kvadruplexů není náhodná a mají 
významný vliv ve funkčních oblastech genomu. Vysoká konzervovanost struktur mezi různými druhy 
[108] naznačuje selekční tlak na sekvence s potenciálem tvorby G-kvadruplexu v přesně daných 
místech genomu. Nejvíce struktur s potenciálem tvorby G-kvadruplexů bylo nalezeno v genomech 
savců a jejich počet úměrně klesá s evolučním stářím organismů [109]. 

K formování struktury G-kvadruplexů z dsDNA může docházet během replikace, transkripce 
a v průběhu oprav DNA. Během těchto dějů dochází k rozrušení vodíkových vazeb Watson-Crickova 
párování, které umožní alternativní párování guaninových bází dle Hoogsteena [110, 111]. 
Dále je předpokládána tvorba struktur G4 jako důsledek působení tzv. superhelikálního stresu, 
molekulovým shlukem [112] a proteiny schopnými specificky vázat struktury G4 [113]. Ukazuje se, 
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že G4 by mohly sloužit jako místa rekombinace DNA. Pozitivní role struktur G4 in vivo není doposud 
dobře prostudována [114, 115]. Lokalizace struktur G4cvadruplexů vgenomu je znázorněna 
na obrázku 2.2.2. 

Obrázek 2.2.2: Umístění struktur G-kvadruplexů v rámci genomu. Struktury s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
byly identifikovány v oblastech promotorů a telomer. K tvorbě struktur G4 v buněčném jádře může dojít během 
transkripce, replikace a na jednovláknových převisech DNA bohatých na guaninové báze. Mimo jádro mohou 
být struktury G4 tvořeny v mRNA a účastnit se translační kontroly. Jejich přítomnost během replikace, 
transkripce i translace může inhibovat daný proces (červené T-čáry) [106](upraveno). 

2.2.2.1 G-kvadruplexy přítomné na telomerách 

První výskyt G4ívadruplexů in vivo byl pozorován na telomerách DNA. Telomery se nachází 
na koncích lineárních chromozomů a tvoří specifické komplexy s proteiny. Vzniklé struktury 
brání poškození D N A při buněčném dělení, atacích nukleáz a při chromozomálním 
nehomologním spokoj ování konců [116-118]. Telomerické G4cvadruplexy byly popsány 
na jednovláknových telomerních sekvencích několika organismů jako intramolekulární struktury párů 
guaninových bází [119] a jako guaninové tetrády mezi vlásenkovými smyčkami [120]. Později bylo 
prokázáno na modelech telomerické DNA, že na stabilizaci struktur G4ívadruplexů má významný vliv 
i přítomnost některých monovalentních kationtů [99]. 

Lidské telomery dosahují délky 5 000-10 000 bází a jsou tvořeny tandemovými repeticemi 
hexanukleotidu d(TTAGGG)„ [121]. Zatímco na koncích telomer se tvoří převážně intramolekulární 
struktury G4, na invazních komplexech T-smyček může docházet i k tvorbě struktur 
intermolekulárních [122, 123]. Intramolekulární struktury telomerních G4ívadruplexů mohou přijmout 
různé konformace. V prostředí draselných iontů to mohou být ekvilibrační struktury hybridního typu 
[124-130], dvoutetrádové [131-133] a paralelní struktury [134]. V prostředí sodných iontů byly 
pozorovány G4 struktury košíkového typu [135]. G4ívadruplexy rovněž tvoří na koncích telomer 
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hybridní struktury nebo sbalené multimery [124, 136]. U vyšších eukaryot 
se ukazuje, že strukturní polymorfismus je vnitřní vlastností vysoce konzervované telomerické 
sekvence, zvláště pro sekvenci smyčky TTA [137]. Přestože jsou energetické rozdíly mezi 
jednotlivými telomerními G-kvadruplexy velmi nízké, vzájemný přechod mezi nimi je velmi pomalý 
a naznačuje tvorbu vysokoenergetického meziproduktu [124, 132, 138-140]. 

Oproti telomerám ve zdravých somatických buňkách, se telomery rakovinných buněk 
při replikaci ne zkracuj i vlivem aktivace reverzní transkriptázy - telomerázy, která udržuje délku 
telomer a maligní fenotyp [141-143] jejich opětovným prodloužením na koncích chromozomů [141]. 
V nedávné době byl identifikován R N A G-kvadruplex, který obsahuje telomerickou repetici 
(TERRA; z angl. telomeric repeat-containing RNA), u kterého bylo prokázáno, že inhibuje činnost 
telomerázy [144, 145]. Rovněž bylo u R N A obsahující telomerní repetice prokázáno, že přijímají 
strukturu G4 s paralelním uspořádáním řetězců [146-148]. 

2.2.2.2 G-kvadruplexy v promotorech genů 

G-kvadruplexy přítomné v sekvencích promotorů genů působí jako regulátory transkripce [149, 150]. 
Přítomnost struktur DNA, vzniklých ze sekvencí bohatých na guaninové báze, byla poprvé popsána 
v roce 1982 na základě hypersenzitivity prvků promotoru na nukleázu u genu pro kuřecí 
p-globulin [151-153]. 

Do současné doby byl potvrzen výskyt struktur G4 v lidských promotorech genů pro expresi 
inzulínu [154], c - M Y C [150, 155], V E G F (cévní endoteliální růstový faktor; z angl. vascular 
endothelial growth factor) [156, 157], HIF- la (hypoxií indukovatelný faktor 1-alfa; hypoxia-inducible 
factor 1-alpha) [158], BCL-2 (lymfom B-buněk 2; z angl. B-cell lymphoma 2) [159-161], 
M t C K (mitochondriální kreatin kináza; z angl. mitochondrial creatine kinase) [162], K-RAS (protein 
genu K-RAS poprvé identifikován jako onkogen sarkomu způsobeného krysím virem Kirsten; z angl. 
Kirsten rat sarcoma virus) [163, 164], c-KIT (tyrosinkinázový receptor KIT) [165, 166], 
RET (receptorová kináza; z angl. rearranged during transfection) [167], PDGF-A (destičkový růstový 
faktor; z angl. platelet-derived growth factor) [168], c -MYB (protein z rodiny transkripčních faktorů 
M Y B ) [169], hTERT (lidská telomerázová reverzní transkriptáza; z angl. human telomerase reverse 
transcriptase) [170] a PDGF-R[3 [171, 172]. Rovněž byl prokázán potenciální výskyt G-kvadruplexů 
v promotorech genů, které jsou zapojeny do regulace růstu a proliferace buněk [149, 173, 174]. 
U všech těchto genů byly nalezeny úseky bohaté na guaninové nebo cytosinové báze v proximálních 
oblastech promotorů bez přítomnosti sekvence T A T A . Potenciál pro tvorbu G-kvadruplexů je vyšší 
u onkogenů oproti genům pro represi nádorů [175]. Významný výskyt sekvencí s potenciálem tvorby 
G-kvadruplexů byl predikován v promotorových oblastech v blízkosti počátků transkripce [176]. 
Tvorba G-kvadruplexů v těchto oblastech je pravděpodobně indukována dynamickou negativní 
superhelicitou způsobenou transkripcí [177-180]. 

Sekvence tvořící v promotorech struktury G-kvadruplexů se vzájemně odlišují počtem a délkou 
G-traktů a intervenujícími guaniny na jednom G-traktu. Běžná je přítomnost více než čtyř G-traktů 
s nestejným počtem guaninů a tvorba více možných struktur G-kvadruplexů různou kombinací 
G-traktů a smyček [104]. G-kvadruplexy s třítetrádovým jádrem nejčastěji přijímají paralelní 
konformace, které nejsou uniformní a odlišují se různým vedením smyček a vazbou čepičky 
v závislosti na konkrétní sekvenci [181-184]. Pro promotorové G4 je charakteristická převaha motivu 
G3NG3, který obsahuje robustní paralelní vlákno se strukturním motivem smyčkové vrtule o délce 
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jednoho nukleotidu. Dosud se experimenty zaměřené na vliv G4 v promotorech zaměřovaly nejvíce 
na promotor genu c-MYC [150, 151], u kterého byl motiv G3NG3 poprvé pozorován [183], a ve kterém 
je daný motiv přítomen v repetici, přičemž z obou motivů G3NG3 promotoru c-MYC mohou vznikat 
struktury G4 mezi nimiž se nachází dlouhá střední smyčka [161, 185, 186]. Vysoce konzervovaná 
oblast bohatá na G vproximální oblasti promotoru c-MYC označovaná jako l i l i vykazuje 
vysokou konformační dynamiku [187]. Tvorba struktur G4 v této oblasti indukuje represi 
transkripce [150, 155] a řídí 80-90 % transkripční aktivity genu c-MYC [188-191]. 

Byly pozorovány struktury G-kvadruplexů s přerušeným řetězcem [192, 193], vloženým 
koncem [194] nebo dalšími konformacemi vlásenkové smyčky [161, 170]. Struktury G4 mohou 
vznikat na samostatných oblastech i v rámci jedné překrývající se oblasti. V proximální oblasti 
promotoru genu BCL-2 jsou přítomny dvě oblasti označované jako Pu39 a P1G4, které jsou vzájemně 
odděleny 13 nukleotidy. V oblasti Pu39 se mohou tvořit dvě konkurenční struktury G4, a to hybridní 
[159, 195] a paralelní [186], zatímco v oblasti P1G4 se mohou tvořit dva rovnovážné paralelní 
G4 [161]. Podobný jev se vyskytl i u promotoru genu K-RAS [163, 164, 196-198], c-KIT [165, 166, 
192, 199, 200], PDGFR-fi [171, 172, 193, 194] a hTERT [170, 201-203]. 

Různé variace G-kvadruplexů v promotorových oblastech mohou být specificky rozpoznány 
proteiny nebo ligandy, jejichž vazba následně poskytuje další úroveň modulace transkripce stejně tak 
jako inherentní polymorfismus a rovnováha mezi jednotlivými konformacemi [174]. 

2.2.2.3 G-kvadruplexy v dalších oblastech lidského genomu 

Kromě již výše zmíněných promotorů genů a oblastí telomer, byly G-kvadruplexy nalezeny i v jiných 
oblastech lidského genomu, jako např. v oblastech přepínající třídy imunoglobulinů [204-206], 
ribozomální [207], mitochondriální D N A [208-211], v oblastech iniciace replikace [212] 
nebo v retrotransposou LINE-1 [213-215]. Mimo D N A mohou být G4 tvořeny i v molekule RNA, 
kde mohou zapříčinit inhibici translace. G4 se tvoři v R N A intronech a regulují aktivní sestřih genů 
jako je TP53 [216] nebo Bcl-XL [217]. Rovněž byly objeveny hybridní D N A : R N A G4 vznikající 
během procesu transkripce [218], nebo v sekvencích rozšířených repetic u neurodegenerativních 
onemocnění, příp. jako repetice (CGG) n v5 ' -UTR genu FMR1 (messengerový ribonukleoprotein 
fragilního X ; z angl. fragile X messenger ribonucleoprotein 1) u tzv. syndromu fragilního X (FXS; 
z angl. fragile X syndrome) [219, 220]. V posledních letech se ukazuje, že struktury G4 se podílejí 
na nestabilitě genomu a poškození D N A [221-223]. Hexanukleotidová repetice (GGGGCC) n byla 
detekována v genu C9orf72 (otevřený čtecí rámec 72 chromosomu 9; z angl. chromosome 9 open 
reading frame 72) u amyotrofické laterální sklerózy a frontotemporální demence [224]. 

2.2.2.4 Další výskyt G-kvadruplexů v biologických systémech 

G-kvadruplexy byly identifikovány i v genomech dalších organismů a lidských patogenů. Stejně jako 
v lidském genomu, byla u dalších biologických systémů tvorba G4 spojena s regulací buněčných dějů. 
Výskyt G4 byl ve významné míře detekován u lidských patogenů [225], zvláště pak u virů jako jsou 
herpesviry [226-228], virus lidské imunodeficience (HIV) [229-232], virus hepatitidy, virus lidského 
papilomaviru [233], virus těžkého akutního respiračního syndromu (SARS; z angl. severe acute 
respiratory syndrome) [234] nebo viry Zika [235] a Ebola [236]. Kromě virových genomů 
byly G4 identifikovány rovněž v genech bakterií Escherichia coli [237], Neisseria gonorrhoeae [115], 
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Neisseria meningitidis [238], Mycobacterium tuberculosis [239] a Deinococcus radiodurans [227] 
nebo v genomech nálevníků [99], parazitů malárie [240, 241] a v rostlinných genomech [242]. 

2.2.3 Interakce proteinů s G-kvadruplexy 

Proteiny schopné interagovat se strukturami G-kvadruplexů j sou děleny do tři skupin, a to na proteiny 
vazebné, stabilizující a proteiny schopné rozplétat struktury G4 (helikázy B L M , W R N helikáza 
Wernerova syndromu; z angl. Werner syndrome helicase), BRIP1/FANCJ (protein Fanconiho anémie 
skupiny J; z angl. Fanconi anémia group J protein) a PIF1(ATP dependentní D N A helikáza PIF1; 
z angl. ATP-dependent D N A helicase PIF1) [243]. Mutace nebo úplná absence exprese těchto proteinů 
vede ke změnám v tvorbě struktur G4, které mohou indukovat transkripční změny v biologických 
drahách a zvyšovat nestabilitu genomu [107, 244-247]. 

Identifikace proteinů specificky regulujících tvorbu a rozvíjení struktur G-kvadruplexů poskytla 
pohled na výskyt a funkci G4 in vivo. Kinetika skládání struktur G-kvadruplexů je závislá na sekvenci 
D N A a pohybuje se v řádech milisekund až minut. Lidské telomerické repetice jsou schopny 
se formovat do struktury G4 rychlostí replikace D N A [248]. Rychlost formování G4 může být výrazně 
navýšena zapojením chaperonů [249], jak bylo prokázáno u vazebného proteinu telomerické D N A 
Rapi kvasinek Saccharomyces cerevisiae [250] a regulační podjednotky kvasinkové telomerázy Esti 
(telomerázový elongační protein ESTI; z angl. telomere elongation protein ESTI) [251] nebo lidského 
telomerického vazebného proteinu TRF2 (vazebný faktor telomerické repetice; z angl. telomeric 
repeat binding factor 2) [252]. V závislosti na buněčném cykluje tvorba telomerických G4 regulována 
proteinem TEBP[3 (protein vázající konce telomer; z angl. telomere end-binding protein) [253]. 
Struktury G4 se formují rovněž v některých oblastech ribozomální DNA. G4 ribozomální R N A 
interaguje s nukleofosminem NPM1 (z angl. nucleophosmin 1) podílejícím se na zrání a translokaci 
ribozomů. 

Helikázy schopné rozvíjet struktury G-kvadruplexů hrají zásadní roli při udržování stability 
chromozomů, sestřihu mRNA a podpoře translace. Přestože bylo prokázáno, že změny některých 
helikáz, které interagují se strukturami G-kvadruplexů, jsou spojeny s tumorigenezí a progresí 
rakovinného bujení, nebyla prokázána souvislost mezi mutacemi helikáz ve spojitosti s tvorbou 
G-kvadruplexů [243]. Helikáza kvasinek Saccharomaces cerevisiae Sgsl (supresor pomalého růstu; 
z angl. slow growth suppressor 1) a lidské helikázy W R N (helikáza Wernerova syndromu; z angl. 
Werner syndrome helicase) a B L M se podílejí na udržování telomer a obsahují konzervovanou 
doménu RQC, která váže struktury G4 s vysokou afinitou [113]. Jejich mutace je spojena s výskytem 
závažných onemocnění jako je Wernerův (mutace WRN) a Bloomsův syndrom (mutace B L M ) , které 
vedou k předčasnému stárnutí a zvýšenému riziku vzniku rakoviny. Další lidská helikáza F A N C J 
(protein Fanconiho anémie skupiny J; z angl. Fanconi anemia group J protein) je spojována s inklinací 
k rozvoji Fanconyho anémie [221, 244, 246]. 

Při absenci helikáz schopných rozplétat struktury G-kvadruplexů, působí na G4 řada nukleáz, 
jejichž aktivita vede k delecím G-traktů. Schopnost štěpit G-kvadruplexní struktury in vitro byla 
prokázána u lidských nukleáz FEN1 (endonukleasa chlopně 1; z angl. flap endonuclease 1), E X O l 
(exonukleasa 1; z angl. exonuclease 1) a DNA2 (ATP-dependentní helikáza/nukleáza DNA2 
replikující DNA; z angl. D N A replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2) [254] nebo 
kvasinkové Keml (kvasinková exonukleáza XRN1) [255]. K rozplétání G4 napomáhá 
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i jednovláknový replikační protein RPA (z angl. replication protein A) , který se podílí na udržování 
telomer posunem rovnovážného stavu složené struktury G4 do stavu nesloženého [256]. 

2.2.4 G-kvadruplexy ve vztahu k léčbě rakoviny 

V posledních několika letech byly G4rvadruplexy pro svou strukturální stabilitu a přítomnost 
ve většině lidských onkogenních promotorů a telomerách D N A studovány jako slibné potenciální cíle 
při léčbě rakoviny. Individuální zacílení nádorových buněk prostřednictvím struktur G4 a jejich 
stabilizace by mohly v budoucnu podporovat rozvoj personalizovaných léčebných přístupů [257]. 
Ve většině případů se výzkumy zaměřovaly na tvorbu a možnou stabilizaci struktur G4rvadruplexů 
prostřednictvím G4 ligandů [258-260]. 

Použití většiny G4 ligandů vede ke zpomalení růstu rakovinných buněk. Tyto změny v buněčném 
růstu nastávají v důsledku změn v biologických procesech buněk. Doposud bylo identifikováno kolem 
1 000 různých G4 ligandů, které se vzájemně liší svou specifitou, vazebným povrchem a buněčnou 
permeabilitou [261, 262]. Některé G4 Ugandy jsou schopny cílit na více struktur G4cvadruplexů 
v rámci celého genomu nebo interagovat i s jinými nekanonickými strukturami D N A jako je 
např. i-motiv. Tento jev byl pozorován u G4 Ugandu BRAC019 [263, 264]. To naznačuje, že některé 
účinky stabilizace G4 pozorované in vivo mohou být indukovány jinými metabolickými vlivy a 
vyvolává otázky kolem vazebných preferencí a selektivnosti G4 ligandů. I přes velmi slibné výsledky 
nebylo dosud schváleno použití G4 ligandů v klinických aplikacích a probíhají intenzivní výzkumy 
s cílem jejich charakterizace a selektivního cílení na specifické struktury G4 s minimálními vedlejšími 
účinky, ale vysokou protinádorovou aktivitou [265, 266]. V současné době jsou známy tři možné 
přístupy, které využívají struktury G4 při léčbě rakovinných onemocnění [257]. Schematicky jsou tyto 
přístupy znázorněny na obrázku 2.2.3. 

Obrázek 2.2.3: Schématické znázornění účinků G4 ligandů na rakovinné buňky [257] (upraveno). 

Jedním zmožných přístupů použití G4 ligandů je blokování aktivity telomerázy prostřednictvím 
tvorby a stabilizace G4. U 85-90 % všech rakovinných buněk je aktivita telomerázy upregulována. 
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To znamená, že u dělících se rakovinných buněk nedochází ke zkracování telomer, jako tomu je 
u zdravých buněk [142], ale jsou vlivem telomerázy opětovně obnovovány. Absence tohoto 
regulačního mechanismus dělení buněk umožňuje rakovinným buňkám jejich nekontrolovatelné 
dělení. Bylo prokázáno, že tvorba struktury G4ívadruplexu na telomerách má vliv na vazbu 
telomerázy a blokuje její aktivitu jak in vitro [267], tak in vivo [268-270]. Blokování telomerázové 
aktivity by tak mohlo bránit nekontrolovatelné replikaci D N A u nádorových buněk. Výhodou tohoto 
přístupu je, že zdravé somatické buňky neexprimují telomerázu, takže by nedocházelo k jejich 
ovlivnění. 

Výzkumy zabývající se stabilizací G4ívadruplexů na telomerách rakovinných buněk byly 
prováděny s využitím různých typů ligandů [271], z nichž většina způsobovala snížený růst 
rakovinných buněk v důsledku ovlivnění různých faktorů udržování telomer [271, 272]. Již byly 
provedeny experimenty, které využívaly při léčbě rakovinných buněk G4 ligand Telomestatin [273] 
nebo deriváty 2,6-diamidoanthrachinonu. Při současném ošetření rakovinných buněk G4 Ugandy 
RHPS4 a inhibitory PARP1 GPI-15427 dochází k výraznějšímu snížení růstu buněk než v případě 
použití samotného ligandu RHPS4, což ukazuje na významný potenciál tohoto léčebného 
přístupu [274]. Nově se zvažuje i použití specifické skupiny G4 ligandů, které působí jako 
fotosenzibilizátory k usnadnění fotodynamické terapie [275]. Fotosenzibilizátor je schopen specificky 
zacílit nádorové buňky a indukovat zvýšenou produkci ROS (radikály kyslíku; z angl. oxygen-
containing reactive species) po fotoozáření. Zvýšená produkce ROS má za následek zvýšení 
cytotoxického účinku pro nádorové buňky a tím i inhibici jejich růstu a množení. Dobře známé 
fotosenzibilizátory využívané při fotodynamické terapii jsou porfyriny. Jedny z možných příkladů 
porfyrinových derivátů cílících na telomerické G4cvadruplexy jsou TMPipEOPP [276] a ZnPl [277]. 
V případě TMPipEOPP dochází po fotoindukci ke štěpení míst, která ligand váže, což vede ke zvýšení 
hladiny ROS a následně k buněčné smrti [276]. ZnPl oproti tomu tvoří singletový kyslík, který 
následně řídí štěpení a produkci ROS, což v konečném důsledku opět vede k buněčné smrti [277]. 

Druhým možným přístupem protirakovinné terapie je ovlivnění genové exprese 
onkogenů [105, 266, 278, 279]. Bylo prokázáno, že většina promotorů onkogenů obsahuje více motivů 
G4ívadruplexů, než tomu je u promotorů regulačních nebo tumorsupresorových genů [105, 280]. 
Rovněž bylo prokázáno, že změny v tvorbě struktury G4 v promotorech korelují se snížením genové 
exprese jako je tomu např. u genů MYC [150], VEGF [156], BCL2 [160], KRAS [164] a KIT [165, 211, 
281]. Zvláštní pozornost byla věnována zejména změnám v G4 struktuře genu MYC [150, 281], který 
kóduje transkripční faktor M Y C řídící onkogenezi změnou buněčné proliferace a imunitním 
únikem [282-284], a který je upregulován u 70 % všech výskytů rakoviny [282]. Tvorbou struktur 
G4 v promotoru genu MYC by bylo možné regulovat jeho expresi [150, 281, 285]. Nevýhodou tohoto 
přístupu je neselektivnost řady dostupných ligandů indukujících tvorbu G4. Přestože tak při jejich 
použití dochází ke snížení exprese genu MYC a dalších onkogenů [142, 286], nelze zatím s určitostí 
říci, zda nedochází při jejich použití ke snížení růstu nádorových buněk v důsledku jiného 
mechanismu [287]. 

Za určitých podmínek může tvorba struktur G4cvadruplexů zvyšovat nestabilitu 
genomu [288, 289]. Tvorba G-kvadruplexů na nevhodných místech genomu, nebo v nesprávném 
okamžiku vede ke změnám v replikaci, poškození a rekombinaci řetězců D N A [290-292]. Zvýšená 
mutagenita vyvolaná tvorbou struktur G4ívadruplexů byla pozorována zejména u buněk, bez 
funkčních helikáz schopných G4 struktury rozplétat [244, 293-296]. Protirakovinná léčba využívající 
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Ugandy ke stabilizaci G-kvadruplexů umožňuje stimulaci tumorigeneze a navození tvorby některých 
genetických a epigenetických změn, které byly u mnoha případů výskytu rakoviny pozorovány [257]. 
Pří léčbě G4 Ugandy dochází k aktivaci kontrolního bodu poškození D N A prostřednictvím A T M 
(serin/threonin kinasa A T M ; z angl. ataxia-telangiectasia mutated), stejně tak jako ke zvýšení 
dysfunkčnosti telomer. Zvýšení nestability genomu lze využít k indukci apoptózy a autofagii 
nádorových buněk [245, 297-299, 300]. Jedním z Ugandu, u kterého byla prokázána upregulace genů 
spojených s apoptózou a autofagii, byl G4 Ugand 20A [299]. Dalších slibných výsledků bylo dosaženo 
u buněk deficientních na homologní rekombinaci s využitím Ugandu PDS. Stabilizací struktur 
G4 docházelo ke zpomalení růstu, dvouvláknovým zlomům na molekule DNA, zvýšení křehkosti 
telomer a aktivaci kontrolních bodů [300]. Zvýšení nestability genomu indukuje zastavení buněčného 
cyklu ve fázi G2/M a buněčnou smrt [301]. Kromě Ugandu PDS cílí na buňky deficientní k homologní 
rekombinaci i G4 Ugand CX-5461 [302, 303], který způsobuje tvorbu D N A zlomů inhibicí 
topoizomerázy II [304]. Použití PDS spolu s inhibitorem P R K D C NU7441 vede k poruchám růstu 
P R K D C (DNA-PK), který se významně podílí pří mechanismu nehomologního spojování konců 
[305], což ukazuje na využití G4 Ugandu v kombinaci s terapiemi poškození DNA. Při použití 
G4 Ugandu PDS, CX-5461 nebo CX-3543 v kombinaci s činidly poškozujícími D N A dochází 
k urychlení cytotoxického účinku [90] zvláště u gliomových buněk s deficitem helikázy A T R X 
(regulátor transkripce A T R X také známý jako ATP-dependentní helikáza A T R X , nebo X-vázaná 
helikázall; z angl. ATP-dependent helicase) [296, 306-308]. 

2.3 Vybrané metody vhodné pro charakterizaci struktur G-kvadruplexů a 
studium interakcí proteinů s DNA 

Detekované G-kvadruplexy v buňkách tvoří méně než 1 % genomových míst, která byla predikována 
s využitím bioinformatických analýz nebo identifikována pomocí G4-seq [309]. První přímá 
identifikace struktury G4 in vivo byla provedena na telomerách nálevníka Stylonychia lemnae 
s využitím specifického j ednořetězcového variabilního fragmentu protilátky (scFv) [310]. Endogenní 
potenciální místa výskytu G4 byla detekována v lidských živých buňkách tzv. chemickým otiskem 
spolu s vysoce výkonným sekvenováním [311]. Pro charakterizaci sekundárních struktur 
G-kvadruplexů in vitro jsou využívány např. nukleární magnetická rezonance [25], spektroskopie 
cirkulárního dichroismu [27], analýzy křivek tání [312] nebo elektroforetický test posunu mobility 
[313-317]. Radu těchto metod je možné využít rovněž ke sledování interakcí proteinů 
s DNA. V následujících podkapitolách budou blíže představeny metody použité v této diplomové 
práci. 

2.3.1 Spektroskopie cirkulárního dichroismu (CD spektroskopie) 

V současné době je metoda spektroskopie cirkulárního dichroismu (CD spektroskopie; z angl. circular 
dichroism spectroscopy) jednou z nej používanějších metod ke studiu různých konformací 
G-kvadruplexů [318, 319]. Cirkulární dichroismus je jev, ke kterému dochází pří průchodu lineárně 
polarizovaného světla opticky aktivními materiály, které ho absorbují. Opticky aktivní materiály 
obsahují chirální molekuly, které otáčí rovinu polarizovaného světla díky různým indexům lomu levé 
a pravé kruhově polarizované složky. V důsledku toho dochází k optické rotaci. Jestliže daná chirální 
molekula absorbuje světlo, jsou obě složky absorbovány různou měrou a dochází ke změně charakteru 
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světla z původního lineárně polarizovaného na světlo elipticky polarizované. Rozdíl v absorpci levého 
a pravého kruhově polarizovaného světla bývá označován jako cirkulární či kruhový dichroismus. 
Kruhový dichroismus je vyjádřen vztahem (1): 

A£ = sL • sR (1) 

kde £ La er označují molární absorpční koeficienty dvou složek světla. Další měřenou veličinou bývá 
tzv. elipticita, která vyjadřuje úhel, jehož tečna tvoří poměr mezi hlavní a vedlejší osou elipticky 
polarizovaného světla [27]. 

Při analýze D N A metodou cirkulárního dichroismu dochází k absorpci světla prostřednictvím 
dusíkatých bází nukleových kyselin a chiralita vzorku je dána přítomností asymetrického uhlíku 
deoxyribózy CIO. Běžně jsou C D spektra měřena v rozsahu vlnových délek 200-330 nm, které spadají 
do U V oblasti světelného spektra. D N A může na základě sledu dusíkatých bází a jejich vzájemného 
párování vytvářet různé sekundární struktury, které se odlišují od B-formy D N A (model Watsona 
a Cricka). Tyto nekanonické struktury se vzájemně odlišují párováním bází, počtem a vzájemnou 
orientací oligonukleotidových řetězců a vinutím šroubovice. 

Při studiu sekundárních struktur D N A je hlavním zdrojem chirality skladba absorbujících 
základen do asymetrických šroubovicových uspořádání. Pro každou z těchto struktur jsou známa 
charakteristická CD spektra. I přes širokou škálu různých konformací G-kvadruplexů [318] 
rozlišujeme dva základní typy CD spekter (paralelní a antiparalelní), které odrážejí orientaci vláken 
ve struktuře G4. CD spektroskopie byla první metoda s predikcí tvorby hybridní struktury 
G-kvadruplexu (3 + 1), která se vytváří v oblasti lidských telomer [320], a jejíž tvorba byla později 
potvrzena nukleární magnetickou rezonancí [124, 128]. CD spektra základních topologií 
G-kvadruplexů jsou uvedena na obrázku 2.3.1. 
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Obrázek 2.3.1: CD spektra paralelní, antiparalelní a hybridní struktury G-kvadruplexu. Přerušovaně jsou 
vyznačeny CD spektra struktur stabilizovaných v prostředí pufrů o různé koncentraci stabilizujících iontů. 
Paralelní struktura G-kvadruplexu vykazuje na CD spektrech výrazné pozitivní píky při vlnových délkách 210 
a 260 nm a negativní pík při vlnové délce 240 nm (A). Antiparalelní struktura G-kvadruplexu je charakteristická 
pozitivními píky při vlnových délkách 210, 240 a 295 nm a negativním pikem při 260 nm (B). Hybridní struktura 
G-kvadruplexu nevykazuje žádný negativní pík, ale nabývá pozitivních píků při vlnových délkách 210, 260 a 
295 nm (C) [27] (upraveno). 
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2.3.2 ThT fluorescenční vazebný test 

ThT fluorescenční vazebný test je metoda využívaná pro rychlou detekci sekundárních struktur 
G-kvadruplexů za použití G4 Ugandu Thioflavinu T (ThT; z angl. thioflavin T). ThT je benzothiazol, 
který byl použit k identifikaci amyloidních fibril, a u něhož byla prokázána schopnost rozpoznání 
lidského telomerického motivu G-kvadruplexu [321]. Thioflavin T je při experimentech smíchán 
přímo s analyzovanými vzorky D N A a po excitaci vzorků při 425 nm je sledována emise fluorescence 
při 490 nm, která je přepočtena vzhledem k intenzitě fluorescence samotného pufru s ThT. 
Experimenty zabývající se studiem Thioflavinu T jako spolehlivé G4 sondy byly provedeny 
na různých strukturách D N A (G-kvadruplexy, duplexy, ssDNA, triplexy). U všech sekvencí, které 
prokazatelně tvořily struktury G-kvadruplexů s výjimkou TBA, byla naměřena významná intenzita 
fluorescence, stejně tak jako u duplexu s paralelním řetězcem, triplexu a oligothymidylátu. ThT testem 
byla rovněž potvrzena přítomnost struktur G-kvadruplexů aptamerů s dosud nedefinovanou strukturou. 
Jako pozitivní kontrola byl použit vzorek oligonukleotidu c-myc, který prokazatelně formuje strukturu 
G4, a jehož signál odpovídal průměrnému signálu detekovanému při předcházejících experimentech. 
Jako negativní kontrola byl použit duplex ds26. V provedeném experimentu dosahovaly všechny 
studované sekvence vyššího signálu, než ds26 a v případě tří vzorků aptamerů byla intenzita 
fluorescence dokonce vyšší než u samotné pozitivní kontroly. ThT se tak ukázal jako spolehlivá 
G4 sonda, což potvrdila i následná charakterizace sledovaných vzorků IDS a ID nukleární 
magnetickou rezonancí [25]. Princip ThT testuje schematicky znázorněn na obrázku 2.3.2. 

G4 dsDNA 

Obrázek 2.3.2: Princip ThT testu. Thioflavin T se specificky váže na struktury tvořící G-kvadruplexy a emituje 
vyšší signál fluorescence, než při vazbě na jednořetězcovou nebo dvouřetězcovou molekulu DNA [25] 
(upraveno). 

2.3.3 Test posunu elektroforetické mobility (EMSA) 

Test posunu elektroforetické mobility (EMSA; z angl. electrophoretic mobility shift assay) bývá hojně 
využíván pro studium interakce DNA-protein. Jedná se o jednu z nej citlivějších a nej robustnějších 
metod, která může být použita i pro stanovení vazebných parametrů a relativních afinit proteinu 
ke strukturám G-kvadruplexů [313-317]. Metoda je vhodná i při studiu triplexní, vlásenkové nebo 
kruhové D N A [322]. Princip metody spočívá v rozdílné elektroforetické mobilitě molekul 
při separaci na agarózovém nebo polyakrylamidovém gelu v závislosti na jejich velikosti 
a náboji [323]. Komplexy protein-DNA nebo intermolekulární struktury D N A vykazují nižší 
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elektroforetickou mobilitu, než molekuly volné D N A nebo struktury intramolekulární. Princip E M S A 
je schematicky zobrazen na obrázku 2.3.3. 

fInkubace s proteinem Iuknbace ^ 
bez proteinu 

Katoda o 

Komplex protein-G4 

Volná DNA <• 

Anoda <+> 

Obrázek 2.3.3: Schéma elektroforetického testu posunu mobility. Vazbou proteinu na molekulu DNA nebo RNA 
dochází k tvorbě komplexu, který je oproti samotné molekule nukleové kyselině větší. Komplex kvůli větší 
velikosti putuje při separaci v gelu pomaleji, než molekuly samotné DNA a RNA [324] (upravenoj. 

Metoda je vysoce citlivá, zvláště při použití radioizotopově značených nukleových kyselin 
a funguje s purifikovanými proteiny, ale i surovými buněčnými extrakty [323]. Další výhodou je nízká 
spotřeba biologického materiálu (nukleových kyselin a proteinů) [322]. Při nižších nárocích 
na citlivost metody je možné využít řadu kovalentních i nekovalentních fluoroforů [325, 326] 
a biotinem [327] značené sondy. Rovněž byly popsány metody pro získání zdánlivých rovnovážných 
konstant vazebných reakcí [328]. Strukturu D N A v komplexu DNA-protein lze dále studovat metodou 
zvanou DMS (dimethylsulfid; z angl. dimethyl sulfide) footprintig. DMS footprinting umožňuje měřit 
relativní reaktivity jednotlivých nukleotidů v řetězci D N A s využitím DMS. Tyto informace mohou 
dále sloužit ke strukturální charakterizaci D N A [329]. Methylace DMS probíhá na N7 guaninových 
(N7-methylguanin) a N3 (N3-methyladenin) adeninových nukleotidech [329, 330]. Methylací purinů 
dochází k destabilizaci glykosidické vazby, což v alkalickém prostředí při vysokých teplotách (více 
než 90 °C) vede kjejímu lomu a štěpení cukr-fosfátové kostry [330, 331]. Methylace guaninových 
bází probíhá pětkrát rychleji než methylace bází adeninu. Rozdíl v rychlosti methylace bází 
se při separaci fragmentů generovaných DMS s konci značenými 3 2 P projeví přítomností tmavších 
pruhů (bandu) [330, 332]. Metoda poskytuje zásadní informace pro existenci sekundárních struktur 
a jiných specifických konstrukčních prvků a umožňuje identifikovat dynamické oblasti molekul 
nukleových kyselin a přítomnost více typů konformací [158, 161, 333-336]. DMS footprinting 
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lze rovněž použít při studiu komplexů s navázanými Ugandy nebo proteiny, čímž je možné 
identifikovat změny v konformaci struktury po vazbě ligandu [172, 337]. 

2.3.4 Kvasinkové reportérové testy 

Kvasinkové reportérové testy jsou funkční testy, které byly vyvinuty na základě zjištění, že savčí 
protein p53 se může ve vhodně modifikovaných kvasinkových kmenech chovat jako transkripční 
faktor. Kvasinkové testy jsou využívány pro studium vlivu malých molekul, koexprimovaných 
proteinů a mutací genu TP53 na transaktivační potenciál proteinu p53. Reportérové testy umožňují 
rovněž sledovat vazebnou a transkripční specifitu ektopicky exprimováných proteinů [338]. To z nich 
dělá vynikající nástroj pro sledování vazby proteinu IFI16 na sekvence s rozdílným potenciálem 
tvorby G-kvadruplexu a vlivu této vazby na transaktivační potenciál proteinu p53 in vivo. 

Reportérové kmeny jsou isogenní kvasinkové kmeny lišící se pouze v sekvenci responzivního 
elementu. Responzivní elementy jsou cis-působící elementy o délce několika bází nukleotidů 
(zpravidla 6-10), které jsou specificky rozpoznávány transkripčními faktory [339]. Transkripční 
faktory spolu s příslušnými druhy kofaktorů umožňují nábor a modulaci R N A polymeráz během 
procesu transkripce [340]. Pro studium mechanismů působení lidských transkripčních faktorů je jako 
modelový organismus využívána kvasinka Saccharomyces cerevisiae [341-343]. Saccharomyces 
cerevisiae umožňuje snadnou editaci genomu a rychlou konstrukci kvalitativních nebo kvantitativních 
reportérových systémů. Ektopická exprese proteinu p53 je umožněna díky široké škále dostupných 
regulačních systémů. Vektor pro expresi proteinu p53 může obsahovat indukovatelný, represibilní 
nebo konstitutivní promotor [344-346]. Zatímco vektor s konstitutivním promotorem exprimuje 
sledovaný protein nepřetržitě, indukovatelný GAL1 promotor umožňuje bazálni nebo variabilní 
expresi proteinu v závislou na koncentraci galaktózy v médiu [338]. 

Konstrukce reportérových kmenů zahrnuje editaci genomu metodou Delitto Perfetto a vhodnou 
adaptaci [347-350]. Běžně jsou užívány reportérové geny URA3 (gen pro orotidin 5-fosfát 
dekarboxylázu), HIS3 (gen pro imidazolglycerol-fosfát dehydratázu) a ADE2 (gen 
pro fosforibosylaminoimidazolkarboxylázu), které jsou pro selekci mutovaných kvasinkových kmenů 
nezbytné, protože indukují prototrofii na adenin (ADE2) a aminokyseliny uracil (URA3) a histidin 
(HIS3) [338]. Expresí mutovaného reportérového genu URA3 jsou kvasinkové kmeny pozitivně 
selektovány na přítomnost kyseliny 5-fluoroorotové. Jestliže buňky exprimují funkční gen URA3, 
dochází v přítomnosti kyseliny 5-fluroorotové k tvorbě toxického produktu [351]. Reportér ADE2 
kromě selekce umožňuje rovněž kvalitativní rozlišení kvasinkových kolonií exprimujících divoký typ 
proteinu p53 (bílé kolonie i na pevném médiu s minimem adeninu) od buněk s expresí mutovaného 
nebo poškozeného proteinu p53. U homologu proteinu p53 s mutovaným systémem pro expresi ADE2 
dochází k akumulaci meziproduktu P-ribosylamino-imidazolu v biosyntetické dráze adeninu. 
Hromadící se meziprodukt se přeměňuje na červený pigment, který barví kvasinkové kolonie 
do růžová příp. červena. Reportérovy gen ADE2 byl v minulosti kombinován i s reportérem lacZ. 
Výsledný systém umožňoval subklasifikaci mutantních forem proteinu p53 dle úrovně jejich zbytkové 
funkčnosti [352]. Později byl do reportérových kvasinkových kmenů zaveden i gen LU Cl (gen 
pro produkci luciferázyl) pro kvantitativní charakterizaci transaktivačního potenciálu odvozený 
od Photinus pyralis, (světluška velká) [347, 353]. Všechny výše zmíněné systémy umožnily jemnou 
klasifikaci alel proteinu p53 spojených se zárodečnými mutacemi [17-19] a rakovinou [354-356]. 
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Nevýhodu kvasinkových reportérových testů představují zpomalený růst, zástava buněčného 
cyklu [357, 358] a buněčná smrt [359], k nimž dochází při zvýšené expresi proteinu p53, který 
moduluje transkripci endogenních kvasinkových genů zapojených do buněčného růstu [338]. 

2.4 Protein p53 
Protein p53 je savčí nádorový supresor a jeden z nejvíce studovaných sekvenčně specifických 
transkripčních faktorů. Protein p53 se podílí na kontrole stability genomu, indukci apoptózy, regulaci 
buněčného cyklu, angiogenezi a buněčném stárnutí. Exprese jeho mutantní formy byla zaznamenána 
v mnoha případech výskytu rakoviny [360-362]. Rovněž je protein p53 schopen modulovat procesy 
autofagie, signalizaci mTOR (proteinkináza; z angl. mammalian target of rapamycin), buněčnou 
mobilitu a migraci, metabolismus aminokyselin nebo imunitní reakce [361-364]. Ke správné funkci 
proteinu p53 je nezbytná přísná regulace jeho exprese [363, 365]. 

Protože kvasinkové reportérové testy použité v této práci ke studiu interakce proteinu IFI16 
s D N A in vivo využívají schopnost proteinu p53 působit v isogenním kvasinkovém systému jako 
transkripční faktor, budou v následujících podkapitolách popsány jeho základní vazebné, strukturní 
a biologické vlastnosti. 

2.4.1 Struktura proteinu p53 
Správná konformace proteinu p53 je nezbytná pro vhodnou regulaci jeho biologických funkcí. Protein 
p53 je flexibilní biomolekula tvořená oligomerem čtyř shodných polypeptidových řetězců [366] 
Každý monomer proteinu p53 je rozdělen do pěti domén, které se vzájemně liší svým složením, 
strukturou a funkcí. Každá z těchto oblastí obsahuje místa, jejichž mutace se vyskytují u několika 
typů rakoviny [367]. Schematicky znázorněná struktura monomeru proteinu p53 je popsána 
na obrázku 2.4.1. 
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Obrázek 2.4.1: Schematické znázornění struktury monomeru proteinu p53. Protein je popsán od N-terminálního 
(1) k C-terminálnímu konci a jednotlivé domény jsou od sebe barevně odlišeny: transaktivačni doména 1 a 2 
(TAD1/2), doména bohatá na prolin (PRD), DNA vazebná doména (DBD), jaderný lokalizační signál (NLS), 
tetramerizačni doména (TD) a C-terminální doména (CTD) [368] (upraveno). 

Na N-terminálním konci polypeptidového řetězce je lokalizována transaktivačni doména 
(TAD; z angl. trans-activation domain), která je odpovědná za vazbu proteinu p53 k různým 
kofaktorům. Doména je rozdělena na dvě podjednotky - subdomény TAD1 a TAD2 nezbytné 
k zprostředkování potlačení tumorigeneze v reakci na poškození DNA, aktivaci onkogenů, hypoxie 
a replikačního nebo translačního stresu. Protein p53 si zachovává obdobné funkce indukující apoptózu 
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a zástavu buněčného cyklu po deleci subdomény TAD2, ale nikoliv po ztrátě subdomény TAD1, 
kdy dochází k přerušení jeho buněčných odpovědí [369]. Negativní regulace proteinu p53 
je zprostředkována proteinem M D M 2 (z angl. mouše double minuté 2 homolog). M D M 2 
je E3 ubikvitin ligáza kódovaná genem MDM2, která po vazbě na T A D indukuje ubikvitinaci 
C-terminálního konce proteinu p53 a reguluje tak jeho proteolýzu komplexem zvaným proteasom. 
Rovněž bylo prokázáno, že lidský protein M D M 2 vazbou na T A D p53 negativně reguluje jeho 
transkripční aktivitu [370, 371]. 

Další oblast proteinu p53, která má významný vliv na jeho transaktivační potenciál [372, 373], 
zastavení buněčného cyklu a aktivaci apoptózy v důsledku poškození DNA, je subdoména bohatá 
na prolin (PRD; z angl. proline-rich domain) [374]. Subdoména PRD je podstatná pro stabilizaci 
proteinu p53. Mutace v této oblasti nebo úplná delece domény vede ke zvýšení náchylnosti proteinu 
p53 k ubikvitinaci proteinem M D M 2 [375]. Centrální jádro monomeru proteinu p53 obsahuje D N A 
vazebnou doména (DBD; z angl. DNA-binding domain). Doména formuje sekundární strukturu 
antiparalelního [3 skládaného listu strukturovaného do dvou a4ielixů. Oblast váže zinečnaté ionty 
nezbytné ke správné vazbě proteinu p53 k D N A a je vysoce odolná vůči proteázám [366]. 

Pro plnou transkripční funkci proteinu p53 je nezbytná přítomnost tetramerizační domény, 
jenž odpovídá rovněž za oligomerizaci monomerů nádorového supresoru p53 do struktury 
tetrameru. [376]. Tetramer p53 vzniká ze dvou dimerů, ve kterých jsou obsaženy 
dva monomery spojené prostřednictvím antiparalelního [3 listu a antiparalelního rozhraní 
helix-helix [377, 378]. Tvorba struktury tetrameru stíní vliv jaderného exportního signálu proteinu p53 
(NES; z angl. nuclear export signál) a brání translokaci z prostředí jádra. Oligomerizace proteinu p53 
je nezbytná pro jeho správnou schopnost potlačení nádoru. Delece tetramerizační domény 
má negativní vliv na vazbu proteinu p53 k molekulám D N A a jeho protein-proteinové 
interakce [379, 380]. Vazba dimeru i tetrameru proteinu p53 na D N A je vysoce kooperativní proces. 
Ztráta schopnosti oligomerizace vede ke snížení afinity k D N A [381] a narušení účinku 
posttranslačních modifikací a proteinové degradace indukované ubikvitinaci proteinu p53 proteinem 
M D M 2 [382]. 

Poslední doména proteinu p53 je označována jako C-terminální doména. Doména je tvořena 
řadou bazických aminokyselin a reguluje specifickou vazbu proteinu p53 ke konsenzuálním 
sekvencím D N A nebo jeho nespecifickou vazbu na jiné formy D N A (DNA zlomy nebo vnitřní 
neshody) [383]. Posttranslační modifikace (zejména acetylace a fosforylace) C-terminální domény 
jsou nezbytné ke změně jeho konformace, která umožňuje D N A vazebné doméně vázat specifické 
sekvence D N A [384]. Funkce jaderného transkripčního faktoru a schopnost migrace proteinu p53 
do cytoplazmy z důvodu degradace jsou podmíněny jadernými lokalizačními a jadernými exportními 
signály [385, 386]. 

2.4.2 Biologické funkce proteinu p53 

Kontrola buněčné proliferace a buněčného stárnutí jsou jedny z nej důležitějších funkcí proteinu p53. 
Bylo prokázáno, že řada genů a proteinů zapojených do signalizačních drah závislých na proteinu p53 
byla při rozvoji rakovinného bujení pozměněna. Buněčné dělení představuje vysoce koordinovaný 
a regulovaný proces, jehož cílem je předání kompletní a přesné kopie genomu buněk mateřských 
buňkám dceřiným. Proces je možné zastavit v kontrolních bodech, kde plní důležitou regulační úlohu 
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protein p53 [387, 388]. Narušení procesu buněčného dělení vede k nekontrolovatelnému množení 
buněk a tvorbě dalších mutací [366]. 

Zastavení buněčného cyklu ve fázi G l je indukováno p53 dependentní transkripcí proteinu p21, 
který inhibuje cyklinové komplexy nebo cyklindependentní kinázy (CDK; z angl. cyklin-dependent 
kinase) [389]. Inhibice jejich kinázové aktivity znemožňuje fosforylaci retinoblastomu (Rb; z angl. 
retinoblastoma) asociovaného s proteinem E2F. Rb v komplexu s E2F (skupina transkripčních faktorů 
zapojených do regulace buněčného cyklu a syntézy D N A v savčích buňkách) brání aktivaci genů 
závislých na proteinu E2F a způsobuje zástavu buněčného cyklu v kontrolní bodě G l . Buněčný cyklus 
je možné rovněž přerušit nepřímo potlačením transkripce genů CDK1, CDC20, BIRC5 (bakulovirový 
inhibitor repetice apoptózy obsahující 5; z angl. baculoviral IAP repeat containing 5) nebo cyklinů A , 
BI a B2 [390]. Regulace buněčného cyklu v kontrolním bodě G2/M proteinem p53 může být 
realizována třemi různými způsoby. Prvním mechanismem je p53 indukovaná transkripce genu 
Gadd45 (gen pro protein odpovědný za zastavení růstu a opravy poškozené D N A alfa; z angl. growth 
arrest and D N A damage inducible alpha). Protein Gadd45 narušuje komplex cyklin Bl/Cdc2 nebo 
inhibuje aktivitu cyklin B/Cdc2 kinázy [391, 392]. K zastavení buněčného cyklu v bodě G2 dochází 
rovněž transkripcí proteinu 14-3-3 [393, 394]. Protein 14-3-3 sekvestruje fysforylovaný protein Cdc2 
vcytoplazmě a brání v jeho aktivaci [395]. Třetím možným mechanismem je down-regulace 
samotného cyklinu B l [396-400]. Působením stresových faktorů a některých fyziologických procesů 
dochází k zástavě růstu a potlačení proliferace i při normálních růstových podmínkách. Proces je 
označován jako buněčné stárnutí a brání rozvoji rakovinného bujení. Buněčná sene scénce plní 
důležitou funkci nejen při nádorové supresi, nýbrž i při hojení ran a ochraně před tkáňovou 
fibrózou [401]. 

Stupeň poškození D N A rozhoduje o zahájení opravných mechanismů buňky nebo navození 
apoptózy. Jestliže není poškození příliš závažné, zastavuje protein p53 buněčný cyklus v kontrolním 
bodě G l a podporuje expresi proteinů zapojených do opravy DNA. Opravné mechanismy buněk 
zahrnují kromě homologních rekombinací a nehomologního spojování konců (NHEJ; 
z angl. non-homologous end joining) i excize nukleotidů (NER; z angl. nucleotide excision repair), 
bází (BER; z angl. base excision repair) a opravu chybného párování mismatch (MMR; z angl. D N A 
mismatch repair), do kterých je protein p53 zapojen [402, 403]. Rozsáhlé léze D N A je možné opravit 
excizemi nukleotidů. K tvorbě lézí o délce 2-30 nukleotidů zkreslujících strukturu dvoušroubovice 
dochází vlivem působení mutagenů z prostředí, jako jsou U V záření a některé chemické 
sloučeniny [404]. Méně rozsáhlé léze D N A generované převážně působením reaktivních forem 
kyslíku je možné opravit vícefázovým procesem excizí bází. Poškozené báze jsou odstraněny 
apurinovými a apyrimidinovými (AP)-endonukleázami, které odpovídají rovněž za opravu 
poškozených míst. Mismatch opravné proteiny zajišťují stabilitu genomu a podílí se na opravě 
drobných inzercí, delecí nebo substitucí bází, k nimž dochází během replikace DNA, nebo vlivem 
působení některých exogénni ch činidel (např. cisplatina, alkylační činidla). Pokud je poškození D N A 
natolik rozsáhlé, že j i již nelze opravit, indukuje protein p53 expresi proteinů odpovědných za buněčné 
stárnutí a apoptózu [405]. Apoptóza je druh programované buněčné smrti. Mechanismus navození 
apoptózy proteinem p53 je komplikovaný a zahrnuje více drah. Jeho ztráta přispívá k rozvoji rakoviny 
vlivem nahromadění mutací a aberantních buněčných funkcí. Apoptóza je indukována proteiny rodiny 
Bax (z angl. BCL2 associated X) , Bcl-2, Fas/APOl (receptor pro programovanou buněčnou smrt, Fas 
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receptor; z angl. apoprotein 1 nebo fas cell surface death receptor), KILLER/DR5 (receptor buněčné 
smrti 5 označován rovněž jako K I L L E R (z angl. death receptor 5) a PIG [406]. 

Protein p53 má zásadní vliv při modulaci imunitního systému a ovlivňuje humorální i buněčné 
složky imunitních odpovědí [407]. Bylo prokázáno, že protein p53 řídí expresi proteinů ERAP1 
(aminopeptidáza 1 endoplazmatického retikula; z angl. endoplasmic reticulum aminopeptidase 1), 
TAP1 (transportér spojený se zpracováním antigénu 1; z angl. transportér associated with antigén 
processing 1), ULBP1 a 2 (UL16 vazebný protein 1; z angl. UL16 binding protein 1), a TLR3 a 9 
(receptor pro rozpoznávání vzorů vrozeného imunitního systému; z angl. toll-like receptor), které jsou 
zapojeny do imunitních odpovědí [408]. Protein p53 rovněž negativně ovlivňuje STAT3 (převodník 
signálu a aktivátor transkripce 3; z angl. signál transducer and activator of transcription 3) a související 
signální dráhy [407] a podílí se na regulaci aktivity cytokinů (IL-6) [409], chemokinů 
a chemokinových receptoru [410, 411]. V případě narušení funkce proteinu p53 může docházet 
ke zvýšení aktivity cytokinů a jejich receptoru, angiogenezi, degradaci matrice a navození podmínek 
prostředí podporujících progresi nádoru [412-414]. V místech chronického zánětu stimulují 
interferony funkce proteinu p53, který u postižených buněk zastavuje buněčný cyklus, nebo iniciuje 
apoptózu [415]. Byly prokázány případy, kdy radikály vzniklé působením neutrofilů v místě zánětu 
indukovaly mutaci proteinu p53. Mutace proteinu p53 může být spojena se zvýšenou proliferací 
nádoru, angiogenezi a vznikem imunosupresivního mikroprostředí jako tomu je např. mutantní formy 
proteinu p53 R273H, která se váže na podjednotku p65 proteinu N F - k B (nukleární faktor kappa B; 
z angl. nuclear factor kappa B) a vyvolává hyperaktivaci IL-lfS signalizace [416]. Programovaná 
buněčná smrt může nastat nejen v důsledku poškození DNA, nýbrž i jako důsledek infekce buněk 
patogeny. Protein p53 v takovém případě aktivuje transkripci intracelulárních toll-like receptoru 
TLR3 a 9, které váží nukleové kyseliny virů a lipidy nebo proteiny bakterií a hub [417, 418]. Klony 
T buněk reagující na epitopy proteinu p53 neindukují autoimunitní reakci a snižují růst nádorů 
vyvolaných dysfunkcí proteinu p53 [419, 420]. Oproti tomu klony T buněk rozpoznávající specifické 
neoepitopy mutantní formy proteinu p53 vyvolávají imunitní odpověď a představují základ potenciální 
protirakovinné imunoterapie orientované na protein p53 [421]. 

2.4.3 Vazebné vlastnosti proteinu p53 

Jak již bylo výše zmíněno, protein p53 váže molekulu D N A ve formě tetrameru. Transaktivační 
potenciál proteinu p53 je silně ovlivněn sekvencí responzivního elementu [422]. Responzivní 
elementy proteinu p53 se nacházejí v oblastech opakujících se motivů [423], promotorů 
a proximálních [424] i distálních [425] oblastech enhancerů cílových genů proteinu p53. Oblasti 
responzivních elementů proteinu p53 mj. slouží i jako faktory dostupnosti chromatinu a přispívají 
ke zvýšení stability genomu [426]. 

Protein rozpoznává konsenzuální sekvenci dvou dekamerů oddělených krátkou libovolnou 
sekvencí několika nukleotidů označovanou jako spacer. Sekvence 5'-3'je zpravidla tvořena motivem 
R3CW2GY3 -N-R3CW2GY3, kde R označuje purinové báze, Y - báze pyrimidinu, W - adenin nebo 
thymin a N je oblast spaceru [427, 428]. Na základě in vitro experimentů bylo zjištěno, 
že oblast spaceru může obsahovat 13-20 nukleotidů bez větších změn ve vazebné afinitě 
D N A [422, 429], ale výsledky funkčních a kompetitivních testů a studie interakce proteinu p53 
s chromatinem prokázaly vyšší afinitu a transaktivační potenciál proteinu k páru dekamerů bez oblasti 
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spaceru [430, 431]. Bylo prokázáno, že klíčovou roli pří vazbě proteinu p53 hraje motiv CW2G, který 
je znázorněn na obrázku 2.4.2. 

N C c N C c N Transakrivace 
• 

R R R C W W G Y Y Y R R R C W W G Y Y Y p53 cilový gen 

Obrázek 2.4.2: Mechanismus transkripční aktivace cílových genů vazbou proteinu p53 ke konsenzuální sekvenci 
DNA. R označuje purinové báze, Y báze pyrimidinu a Wbáze adeninu nebo thyminu [368] (upraveno). 

Stanovený trend transaktivačního potenciálu proteinu p53 klesá od sekvence C A T G k C A A G , 
CTTG a C T A G Dále byl objeven významný vliv okrajových nukleotidových motivů purinů 
a pyrimidinu lemujících motiv CW2G, kdy páry G G a CC indukují vyšší transaktivační potenciál 
proteinu p53 a páry A G a CT naopak nižší [422]. V biologických systémech se většina responzivních 
elementů odchyluje od výše uvedeného motivu a sekvence s nízkou afinitou zajišťují citlivě 
regulovanou aktivaci drah indukovaných proteinem p53 [422, 431-433]. Odlišnosti v sekvencích 
responzivních elementů byly objeveny i mezi blízce příbuznými druhy. Vysoká sekvenční identita 
byla pozorována u myších i lidských proteinů p53 [434], které se shodovaly svými biochemickými 
vlastnostmi i transaktivačním potenciálem [435]. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Materiály 

Kmeny kvasinek a bakterií, genetický materiál, antibiotika, protilátky, chemikálie, pristroj ové 
vybavení a další pomůcky použité v této diplomové práci byly poskytnuty ze zdrojů Oddělení 
biofyzikálni chemie a molekulární onkológie Biofyzikálního ústavu Akademie věd České republiky, 
v.v.i., kde také probíhaly veškeré experimenty. 

4.1.1 Kmeny kvasinek a bakterií 

• y L F M - P U M A (MATa; leu2-3,112; trpl-1; his3-ll,15; canl-100; ura3-l; 
RE::pCycl::LUCl), S. cerevisiae, kmen byl poskytnut Mgr. Natálií Bohálovou 
z Biofyzikálního ústavu, A V ČR. 

• y L F M - P U M A - K S H V (MATa; leu2-3,112; trpl-1; his3-11,15; canl-100; ura3-l; 
RE::pCycl::LUCl), S. cerevisiae, kmen byl poskytnut Mgr. Natálií Bohálovou 
z Biofyzikálního ústavu, A V ČR. 

• y L F M - R E (MATa; leu2-3,112; trpl-1; his3-ll,15; canl-100; ura3-l; RE::pCycl::LUCl), 
S. cerevisiae, kmeny připravené v rámci bakalářské práce Využití kvasinkového isogenního 
systému pro studiu interakcí proteinu IFI16 s DNA metodou Delitto Perfetto. Sekvence 
responzivních elementů (RE) jsou uvedeny v tabulce 4.1.1. 

• Stbl3 kompetentní buňky, E. coli; Thermo Fischer Scientific. 
• BL21-CodonPlus kompetentní buňky, E. coli; Thermo Fischer Scientific. 

Tabulka 4.1.1: Sekvence responzivních elementů (RE) klonované metodou Delitto Perfetto do kvasinkového 
kmene S. cerevisiae yLFM-ICORE. 

Označení Sekvence RE ve směru 5'-3' 
PUMA-KSHV-lno CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGGGGGACGGGGGAGGGG 
PUMA-KSHV-2no CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGAAAGACGGGGGAGGGG 
PUMA-KSHV-3no CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGAAAGACGAAAGAGGGG 
PUMA-KSHV-utl.O CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGAGGAGTAG 
PUMA-KSHV-mutl.5 CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG 
PUMA-KSHV-mut2.0 CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG 

4.1.2 Genetický materiál 

• Nosičova jednořetězcová D N A - Salmon Sperm ssDNA; Thermo Fisher. 
• Plazmid pRS314 (selektovatelný marker kvasinek - TRPÍ; selektovatelný marker 

bakterií - ampicilin (Amp); použit jako prázdný vektor). 
• Plazmid pRS315 (selektovatelný marker kvasinek - LEU2; selektovatelný marker 

bakterií - Amp; použit jako prázdný vektor). 
• Vektor pLLS89 (selektovatelný marker kvasinek - LEU2; exprimuje protein p53; obsahuje 

inducibilní G A L promotor; poskytnut prof. Albertem Ingou z Centra integrativní biologie 
(CIBIO, University of Trento). 

38 



• Vektor pLS p53 WT (selektovatelný marker kvasinek - LEU2; exprimuje protein p53 
divokého typu; obsahuje konstitutivní (neindukovatelný) promotor). 

• Vektor pTSAG TAD IFI16 (selektovatelný marker kvasinek - TRPÍ; exprimuje protein 
IFI16 konjugovaný s transkripčně aktivační doménou (TAD); obsahuje indukovatelný 
G A L promotor). 

• Vektor pTSAD TAD IFI16 (selektovatelný marker kvasinek - TRPÍ; exprimuje protein 
IFI16 konjugovaný s transkripčně aktivační doménou (TAD); obsahuje neindukovatelný 
A D H (alkoholdehydrogenázový) promotor; připraven v laboratoři Biofyzikálni chemie 
a molekulárni onkológie Biofyzikálního ústavu, A V ČR). 

• Proteinový žebříček (10-250 kDa; BioLabs). 
• Syntetické oligonukleotidy neznačené - oligonukleotidy byly dodány firmou Sigma Aldrich, 

sekvence oligonukleotidů včetně jejich příslušného G4Hunter skóre jsou uvedeny 
v tabulce 4.1.2. 

• Syntetický oligonukleotid KSHV s fluorescenčním značením - oligonukleotid byl dodán 
firmou Sigma Aldrich, sekvence oligonukleotidů včetně G4Hunter skóre je uvedena 
v tabulce 4.1.2. 

Tabulka 4.1.2: Sekvence a G4 Hunter skóre dodaných syntetických oligonukleotidů bez značení a 
oligonukleotidů KSHV s fluorescenčním značením (*). 

Označení Sekvence 5'-3' G4 Hunter skóre [-] 
PUMA CTGCAAGTCCTGACTTGTCC -
RANDOM-22 CCGAGCGATTAAGCGTGACAGC -
KSHV GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG 3,182 
KSHV-lno GAAGCGGGGGACGGGGGAGGGG 2,545 
KSHV-2no GAAGCGAAAGACGGGGGAGGGG 1,727 
KSHV-3no GAAGCGAAAGACGAAAGAGGGG 0,909 
KSHV-mutl.O GGAGCGGTGGACGGAGGAGTAG 0,955 
KSHV-mutl.5 GGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG 1,091 
KSHV-mut2.0 GGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG 1,591 
KSHV* GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG 3,182 

4.1.3 Antibiotika 

• Ampicilin (100 ul ľ 1 ) 
• Chloramfenikol (25 ul ľ 1 ) 

4.1.4 Protilátky 

• Primárni myší monoklonální protilátka DO-1 (1:1 000) 
• Sekundárni protilátka Anti-Mouse IgG s peroxidázou (1:10 000) 

4.1.5 Chemikálie 

• Agar bakteriální 
• Akrylamid:Bisakrylamid; 19:1 

Oxoid 
Serva 
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Akrylamid:Bisakrylamid; 37,5:1 
Ampicilin 
Bradfordovo činidlo 
Bromfenolová modř 
Butanol 
Coomassie Brilliant Blue R-250 
Detekční sada pro bioluminescenci; Bright Glo Luciferase assay 
Dodecylsíran sodný (SDS) 
Ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) 
Formamid 
Glukóza 
Glycerol 
Glycin 
Chemiluminiscenční substrát; ECL Western Blot detection kit 
Chloramfenikol 
Imidazol 
Inhibitory proteáz 
Isopropanol 
Isopropyl P-D-l-thiogalaktopyranosid (IPTG) 
Kvasinkový extrakt 
Kyselina octová 
Metanol 
Merkaptoethanol (f3-ME) 
Passive Lysis Buffer 
Peroxodisíran amonný 
Sada pro izolaci plazmidové DNA; E.Z.N. A Plasmid DNA Mini Kit I 
Omega 
Stains-all 
Sušené odtučněné mléko 
Talon metal affinity Resign 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
Tris 
Triton X-100 
Trypton 
Xylencyanová fialová 
Základ pro kompletní kvasinkové médium; YPD Broth 
Základní médium s dusíkem pro kvasinky; Yeast Nitrogene Base 

Serva 
Biotika 
Serva 
Lachema 
Penta 
Serva 
Promega 
Serva 
Lach-ner 
Penta 
Lach-ner 
Lach-ner 
Lach-ner 
Thermo Fischer 
Duchefa Biochemie 
Serva 
Roche 
Penta 
MP Biomedicals 
Duchefa Biochemie 
Lach-ner 
Penta 
Serva 
Promega 
VWR Life Science 

BIO-TEK 

Sigma-Aldrich 
Nutistar 
Takara 
Sigma Aldrich 
Serva 
Roth 
Duchefa Biochemie 
Sigma Aldrich 
Sigma Aldrich 
Sigma Aldrich 

V rámci experimentů byly použity výše uvedené chemikálie a sady. Další chemikálie, 
které se běžně vyskytují v molekulárně-biologických a biotechnologických laboratořích 
byly obstarány v nejvyšší možné čistotě a byly ze seznamu vynechány. 

4.1.6 Přístrojové vybavení a další pomůcky 

• Autokláv Microjet Personal microwave autoclave 
• CD spektropolarimetr Jasco-815 

Enbio 
Jasco International Co. 
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Centrifuga 5 804 R 
Centrifuga Mini Spin plus 
Elektroforetická aparatura Mini Protean Tetra Cell System 
Elektroforetická aparatura Mini-Sub Cell GT 
ELISA Reader Synergy H l Hybrid Multi-mode Reader 
Homogenizátor Pellet mixer 
Inkubátor Innova 44 
LAS 3 000 
Magnetická míchačka MSH-30A 
Naklánědlo Multi Rotator RS-60 
Předvážky TE412 
Spektrofotometr NanoDrop DS-11 FX 
Spektrofotometr Specord 200 Plus 
Sonikátor Dynatech 
Termoblok Thermomixer comfort 1,5 ml 
Třepačka Yellow line os 5 basic 
Vortex IKA 4 digital 
Zdroj napětí PowerPac 300 

Eppendorf 
Eppendorf 
Bio-Rad 
Bio-Rad 
Bio Tek 
VWR 
New Brunswick Scientific 
FUJIFILM 
WiseStir 
Biosan 
Sartorius 
DeNovix 
Analytik Jena 
Dynatech 
Eppendorf 
Marconi 
IKA 
Bio-Rad 

V rámci experimentů bylo použito výše uvedené přístrojové vybavení a další pomůcky. 
Další přístroje a vybavení, které se běžně vyskytují v molekulárně-biologických a biotechnologických 
laboratořích byly ze seznamu vynechány. 

4.2 Složení použitých médií a dalších roztoků 

4.2.1 Média použitá při kultivaci bakterií 

• LB médium 1,0 % trypton 

0,5 % kvasinkový extrakt 

l ,0%NaCl 

4.2.2 Média použitá při kultivaci kvasinek 

• Kompletní tekuté neselektivní médium (YPDA) 50 g ľ 1 YPD broth 

200 mg ľ 1 adenin 

• Kompletní pevné neselektivní médium 
(YPDA misky) 

50 g ľ 1 YPD broth 

200 mg ľ 1 adenin 

2 % agar 
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• Syntetické leucin-tryptofan selektivní misky ItA 

• Syntetické leucin-tryptofan selektivní tekuté 
médium s rafinózou (SRltA - luciferázové testy) 

4.2.3 Roztoky použité při izolaci proteinu IFI16 

• Eluční pufr 

• Lyzační pufr 

• Promývací pufr 

• Vazebný pufr 

6,7 gT 1 Yeast Nitrogene base 

2 % agar 

2 % dextroza 

200 mgl"1 adenin 

20 mgl-' histidin 

90 mgl"1 lysin 

20 m g l 1 uracil 

6,7 g-1"1 Yeast Nitrogene base 

2 % rafinoza 

200 m g l 1 adenin 

20 mgl"1 histidin 

90 m g l 1 lysin 

20 mgl"1 uracil 

500 mM imidazol 

20 mM Tris (pH 8) 

500 mM NaCl 

1 mM P-ME 

5 % glycerol 

5 mM imidazol 

20 mM Tris 

500 mM NaCl 

1 mM P-ME 

0,1 % Triton X-100 

5 % glycerol 

10 mM imidazol 

20 mM Tris (pH 8) 

500 mM NaCl 

1 mM p-ME 

5 % glycerol 

5 mM imidazol 

20 mM Tris 

500 mM NaCl 

1 mM P-ME 

5 % glycerol 
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4.2.4 Roztoky použité při Western blotu 

• Akrylamid; 5% 5 % 37,5:1 akrylamid:bisakrylamid 

0,375 M Tris (pH 8,8) 

0,1 % SDS 

Persíran amonný (0,005x AA) 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 

• Akrylamid; 15% 15 % 37,5:1 akrylamid:bisakrylamid 

0,375 M Tris (pH 8,8) 

0,1 % SDS 

Persíran amonný (0,005x AA) 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 

• Blokovací roztok lxPBS 
5 % odtučněné sušené mléko 

Blotovací pufr; lOx 25 mM Tris 

0,192Mglycin, pH 8,3 

• Coomassie Blue; barvicí roztok 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250 

50 % metanol 

10 % kyselina octová 

• CSB nanášecí pufr; 5x 100 mM Tris (pH 6,8) 

10 % glycerol 

4 % SDS 

200 mM P-merkaptoethanol 

0,1 % bromfenolová modrá 

• Destain; odbarvovací roztok 40 % methanol 

10 % ledová kyselina octová 

• PBS; lOx 137mMNaCl 

2,7 mM KC1 

100mMNa2HPO3 

• SDS-PAGE Running buffer; 10x 25 mM Tris 

0,192Mglycin 

0,1 % SDS, pH 8,3 
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4.2.5 Roztoky použité při vazebných a kompetitivních vazebných experimentech 

Akrylamid; 4% 4 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid 

0,33x TBE 

50 mM KCl 

Persíran amonný (0,005x AA) 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 

Akrylamid; 8% 8 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid 

0,33x TBE 

50 mM KCl 

Persíran amonný (0,005x AA) 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 

Akrylamid; 16% 16 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid 

0,33x TBE 

50 mM KCl 

Persíran amonný (0,005x AA) 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 

• LB nanášecí pufr; 6x 40 % sacharóza 

0,2 % bromfenolová modrá 

0,2 % xylencyanová fialová 

• TBE; lOx 900 mM Tris 

900 mM H3BO3 

10 mM EDTA (pH 8,3) 

Vazebný pufr; 20x 50 mM KCl 

5 mM Tris (pH 7) 

0,01 % Triton X-100 

4.2.6 Roztoky použité při elektroforetických testech posunu mobility 

• Akrylamid; 8% 8 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid 

1 mM NaH 2P0 4 

0,5 M EDTA 

10 mM KH2PO4 

(50 mM KC1) 

Persíran amonný (0,005x AA) 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 
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EMSA pufr 1 mM NaH 2P0 4 

500 mM EDTA 

10 mM KH2PO4 

(50 mM KC1) 

• Stains-all 0,005 % Stains-all (formamid) 

10 % formamid 

0,25 % isopropanol 

15 mM Tris-HCl (pH 8) 

4.2.7 Roztoky použité při transformaci kvasinek 

• LiAc/TE/PEG 100 mM dihydrátu octanu lithného 

lx TE pufr 

58 % PEG 

• LiAc/TE 100 mM dihy drátu octanu lithného 

lx TE pufr 

• TE pufr; lOx 100 mM Tris-HCl, pH 7,6 

10 mM EDTA, pH 8 

4.3 Metody 

4.3.1 Testy cirkulárního dichroismu (CD spektroskopie) 

Měření cirkulárního dichroismu za účelem biofyzikálni charakterizace sekvencí s potenciálem tvorby 
G-kvadruplexu bylo provedeno dle postupu uvedeném v článku IFI16 Preferentially Binds to DNA 
with Quadruplex Structure and Enhances DNA Quadruplex Formation [97]. Syntetické 
oligonukleotidy bez fluorescenčního značení, jejichž sekvence jsou uvedeny v tabulce 4.1.2 byly 
ředěny ultračistou vodou na koncentraci 100 pmoluľ 1 . Ze zásobních roztoků oligonukleotidů byly 
připraveny vzorky o koncentraci odpovídající 60 10 6 moll" 1 na celkový počet oligonukleotidů 
v roztocích pufrů o složení 10 mmol T"1 Tris-HCl a 10 mmolT"1 Tris-HCl s přídavkem 100 mmolT"1 

KC1. Takto připravené vzorky oligonukleotidů byly denaturovaný po dobu 5 minut při 95 °C 
vtermobloku, ve kterém byly postupně ochlazeny na laboratorní teplotu. Spektra byla měřena 
na dichrografu Jasco 815 v lem zúžených křemenných kyvetách umístěných v termostaticky 
regulovaném držáku při 20 °C. Byly provedeny čtyři skeny každého vzorku při rychlosti skenování 
100 nm-min"1 s datovým stoupáním 0,5 nm v rozsahu vlnových délek 220-330 nm, které byly 
zprůměrovány a výsledná spektra byla vyhlazena pomocí Savitzky-Golayova vyhlazovacího algoritmu 
s 15bodovým oknem. Signál CD byl vyjádřen jako rozdíl molárního absorpčního koeficientu Ae 
levotočivého a pravotočivého polarizovaného světla. Koncentrace ssDNA byly stanoveny 
spektrofotometricky na přístroji NanoDrop DS-11 F X při vlnové délce 260 nm před každým měřením. 
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4.3.2 ThT fluorescenční vazebný test 

Sekundární struktury tvořené sekvencemi s potenciálem tvorby G-kvadruplexu byly analyzovány 
biofyzikálne s využitím thioflavinu T (ThT) dle postupu uvedeném v článku Thioflavin T 
as a fluorescence light-up probe far G4 formation [25]. Syntetické oligonukleotidy bez 
fluorescenčního značení byly ředěny ultračistou vodou na koncentraci 100 pmoľuľ 1 . Ze zásobních 
roztoků byly připraveny vzorky o koncentraci 2 pmoľuľ 1 v roztoku pufru o složení 100 mmolT"1 Tris-
HC1 o pH 7,5 a 100 mmol ľ 1 Tris-HCl o pH 7,5 s přídavkem 100 mmol ľ 1 KC1. Připravené vzorky 
oligonukleotidů byly denaturovaný po dobu 5 minut při 95 °C v termobloku, ve kterém byly postupně 
ochlazeny na laboratorní teplotu. Vzorky byly smíchány s thioflavinem T ředěným ultračistou vodou 

0 koncentraci 1 pmoľuľ 1 vmolárním poměru DNA:ThT 1,0:0,5 tak, aby finální koncentrace činila 
1,0 pmoľuľ 1 D N A a 0,5 pmol-uľ 1 ThT o objemu 20 (0.1. Emise fluorescence byla snímána při vlnové 
délce 490 nm po excitaci vzorků při 425 nm v384jamkové titrační mikrodestičce CORNING 
při laboratorní teplotě. 

4.3.3 Elektroforetický test posunu mobility (EMSA) 

Vznik intra- a intermolekulárních struktur G4 z analyzovaných sekvencí D N A byl sledován 
prostřednictvím nativní vertikální elektroforézy v 8% polyakrylamidovém gelu o tloušťce 1,5 mm. 
Syntetické oligonukleotidy bez fluorescenčního značení byly ředěny ultračistou vodou na koncentraci 
100 pmol-uľ 1. Ze zásobních roztoků byly připraveny vzorky o koncentraci 10 pmoľuľ 1 v prostředí 
pufrů o složení 1 mmoľľ 1 NaH 2 P0 4 , 500 mmoľľ 1 E D T A a 10 mmoľľ 1 K H 2 P 0 4 nebo 1 mmoľľ 1  

NaH 2 P0 4 , 500 mmoľľ 1 E D T A a 10 mmoľľ 1 K H 2 P 0 4 s přídavkem 50 mmoľľ 1 KC1. Připravené 
vzorky oligonukleotidů byly denaturovaný po dobu 5 minut při 95 °C v termobloku, ve kterém byly 
postupně ochlazeny na laboratorní teplotu. Na gel bylo naneseno 500 ng vzorků D N A s přídavkem 
40% sacharózy (6x koncentrovaný nanášecí pufr bez přídavku bromfenolové modři a xylencyanové 
fialové). Elektroforéza probíhala 1,5 hodiny při 50 V v prostředí 1 m m o ľ ľ 1 NaH 2 P0 4 , 500 mmoľľ 1  

E D T A a 10 mmoľľ 1 K H 2 P 0 4 nebo 1 mmoľľ 1 NaH 2 P0 4 , 500 mmoľľ 1 E D T A a 10 mmoľľ 1 K H 2 P 0 4  

s přídavkem 50 mmoľľ 1 KC1 při 4 °C. Gel po elektroforéze byl barven barvivem Stains-all po dobu 

1 hodiny bez přístupu světla a následně odbarvován v ultračisté vodě za stálého třepání 
a přístupu světla. Maximální emise Stains-all byla snímána na přístroji Amersham Imager 680 
při vlnové délce 609 nm. 

4.3.4 Izolace proteinu IFI16 proteinovou afinitní chromatografií 

Protein IFI16 byl izolován z již předem připravené bakteriální kultury kompetentních buněk E. coli 
BL21-CodonPlus. Kompetentní buňky byly transformovány plazmidovým vektorem pET15b, 
který produkuje protein IFI16 fúzovaný s polyhistidinovou kotvou (His-tag). Izolace a purifikace 
proteinu IFI16 proběhla dle postupu uvedeném v následujících podkapitolách. Výsledná koncentrace 
proteinu byla stanovena spektrofotometricky metodou podle Bradfordové. 

4.3.4.1 Příprava bakteriální kultury 

První den byla do 10 ml L B média s obsahem antibiotik ampicilinu a chloramfenikolu o koncentracích 
100 a 25 u ľ ľ 1 zaočkovaná bakteriální kultura Escherichia coli BL21-CodonPlus z prostředí mrazícího 
boxu (-80 °C). Inokulant byl kultivován do druhého dne za stálého třepání při 37 °C. Následující den 
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bylo 10 ml média s narostlou kulturou převedeno do předehřátého L B média s přídavkem obou 
antibiotik o objemu 1 000 ml. Nově zaočkované médium bylo kultivováno v 5 OOOml kultivační 
Erlenmeyerově baňce za stálého třepání při 37 °C. V průběhu inkubace byla průběžně sledována 
hodnota optické hustoty bakteriální kultury UV/VIS spektrofotometru Specord PLUS 210 při vlnové 
délce 600 nm proti slepému vzorku (médium bez kultury). Po dosažení optické hustoty (absorbance) 
0,6 byl přidán 1,0 ml roztoku 1,0 moll" 1 IPTG, který indukoval expresi proteinu IFI16 
s polyhistidinovou kotvou. Kultura byla inkubována v kultivační Erlenmeyerově baňce přes noc 
při 16 °C za stálého třepání (98 rpm). 

4.3.4.2 Lýze buněk 

Z bakteriální kultury po indukci byl odebrán 1 ml kultury jako kontrola K2. Obsah kultivační 
Erlenmeyerovy baňky byl převeden do centrifugačních kyvet a centrifugován při 6 500 g po dobu 
20 minut. Následovala samotná lýze buněk, která byla provedena na ledě. Supernatant byl 
po centrifugaci odebrán a do jedné z kyvet bylo přidáno 40 ml lyzačního pufru s rozpuštěnou tabletou 
inhibitorů proteáz. Obsah kyvety s lyzačním pufrem byl resuspendován homogenizátorem, převeden 
do další kyvety a opět resuspendován. Tento krok byl zopakován u všech kyvet. Výsledná směs 
bakteriální kultury s roztokem inhibitorů byla sonikována na ledě při amplitudě 60 %, v deseti 
cyklech, po dobu 30 sekund s 3Os přestávkami. Zlyzované buňky byly centrifugovány při 4 °C 
a 14 000 g po dobu 30 minut. Supernatant byl převeden do centrifugačních zkumavek a pelet, který 
obsahoval nerozpustný protein, byl odstraněn. Ze supernatantu byl odebrán 1 ml vzorku jako kontrola 
K3. 

4.3.4.3 Izolace proteinu IFI16 

Ke 4 ml kuliček TALON Metal Affinity resign ve směsi s ethanolem bylo přidáno 40 ml vazebného 
pufru a směs byla důkladně promíchána a centrifugována při 4 °C a 2 000 g po dobu 5 minut. 
Supernatant z lýze buněk byl převeden k promytým kuličkám TALON Metal Affinity resign 
a ponechán při 4 °C na naklánědle Multi Rotstor RS-60 po dobu 1 hodiny. Směs byla stočena 
při 2 000 g po dobu 5 minut. Ze supernatantu po centrifugaci byl odebrán 1 ml vzorku jako kontrola 
K4. Zbylý supernatant byl odstraněn. K peletu bylo přidáno 40 ml vazebného pufru. Směs byla 
důkladně promíchána a centrifugována při 4 °C a 2 000 g po dobu 5 minut. Ze supernatantu 
byl odebrán 1 ml vzorku jako kontrola K5 a zbylý supernatant byl odstraněn. K peletu bylo přidáno 
40 ml promývacího pufru. Směs byla promíchána a centrifugována při 4 °C a 2 000 g po dobu 
5 minut. Část supernatantu byla odebrána a zbytek byl spolu s kuličkami kvantitativně převeden 
do kolony. Z přefiltrovaného promývacího pufru byl odebrán 1 ml vzorku jako kontrola K6. 
Po přefiltrování veškerého promývacího pufru byla eluce indukována přídavkem 1 ml elučního pufru. 
Každý přídavek pufru byl odebrán jako jedna eluce. Celkem bylo odebráno pět elucí po 1 ml do l,5ml 
mikrozkumavek. Z každé eluce bylo odebráno 50 ul pro následné spektrofotometrické stanovení 
koncentrace proteinů v eluci a Western blot. Vzorky elucí byly zmraženy pomocí tekutého dusíku 
a uchovávány na -80 °C. Následovalo spektrofotometrické stanovení koncentrace proteinu IFI16 
metodou podle Bradfordové a Western blot. 
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4.3.5 Western blot po izolaci proteinu IFI16 proteinovou afinitní chromatografií 

K potvrzení izolace proteinu IFI16, a ke zjištění stavu fragmentace a případné kontaminace dalšími 
proteiny, byl proveden Western blot a barvení gelu barvivem Coomassie Blue. Byly připraveny dva 
polyakrylamidové gely o tloušťce 1,5 mm s přídavkem SDS (dodecylsíran sodný). Spodní vrstva obou 
gelů byla připravena z 15% roztoku akrylamidu s SDS. Vrchní vrstvu obou gelů tvořil 5% roztok 
akrylamidu s přídavkem SDS. U obou vrstev byla polymerace indukována přídavkem APS a Temedu. 

4.3.5.1 SDS-PAGE 

Objemy proteinových elucí a kontrol byly s 5x koncentrovaným CSB nanášecím pufrem přeneseny 
do čistých mikrozkumavek dle níže uvedeného postupu. Uvedené objemy byly již vztáhnuty 
pro přípravu vzorků na oba gely a upraveny s ohledem na možné odchylky v pipetování při přípravě. 

Kontrola po indukci byla stočena a supernatant byl přenesen do čisté mikrozkumavky. 
Ze supernatantu bylo přeneseno 20 ul vzorku do čisté mikrozkumavky, do které bylo přidáno 80 ul 
ultračisté vody (z důvodu předpokladu vysoké koncentrace proteinů) a 20 ul 5x koncentrovaného CSB 
nanášecího pufiru. Do jamek gelu bylo naneseno 40 ul. Vzorky kontrol K 3 - K 6 byly po 30 ul 
přeneseny do čistých mikrozkumavek. Ke všem těmto vzorkům bylo přidáno 7,5 ul 
5x koncentrovaného CSB nanášecího pufru. Do jamek gelu bylo naneseno 18 ul. Vzorky elucí E1-E5 
byly po 10 ul přeneseny do čistých mikrozkumavek. Následně k nim bylo přidáno 2,5 ul 
5x koncentrovaného CSB nanášecího pufru. Do jamek gelu bylo naneseno 5 ul. Jako pozitivní 
kontrola byla použita již dříve ověřená a-izoforma proteinu p53 rovněž obsahující polyhistidinovou 
kotvu. Příprava pozitivní kontroly byla shodná s přípravou vzorků elucí. 

Připravené vzorky byly inkubovány v termobloku 5 minut při teplotě 95 °C a po inkubaci byly 
okamžitě přeneseny na led. Do jednotlivých startů obou gelů byly naneseny: řebříček (10-250 kDa) 
o objemu 3 ul, vzorky kontrol K2, K3, K4, K5, K6, vzorky elucí E l , E2, E3, E4, E5, pozitivní 
kontrola proteinu p53 a žebříček (10-250 kDa) o objemu 1,5 ul. Byla provedena vertikální 
elektroforéza v přítomnosti 1 x koncentrovaného SDS-PAGE pufru (15 minut při 50 V , 15 minut 
při 100 V a 60 minut při 150 V). Po skončení elektroforézy byl jeden z gelů použit pro Westernový 
přenos a u druhého gelu byla ověřena přítomnost separovaných proteinů barvením pomocí Coomassie 
Blue. 

4.3.5.2 Barvení gelu barvivem Coomassie Blue 

Gel určený pro barvení byl přenesen do skleněné vany a zalit barvivem Coomassie Blue. Gel 
s barvivem byl inkubován po dobu 20 minut za stálého třepání (80 rpm) při laboratorní teplotě 
a následně byl 2x promyt odbarvovacím roztokem Destain za stálého třepání (80 rpm) opět 
při laboratorní teplotě. Interval mezi každým promytím trval 20 minut. Po třetím promytí byl gel 
s odbarvovacím roztokem inkubován do druhého dne při laboratorní teplotě za stálého třepání 
(80 rpm). Následující den byl gel opět promyt odbarvovacím roztokem a snímán kolorimetricky 
na přístroji Amersham Imager 680. 

4.3.5.3 Westernový přenos 

Gel určený pro blotování byl překryt nitrocelulózovou membránou a společně byly přeneseny 
v prostředí l x koncentrovaného blotovacího pufru s přídavkem methanolu mezi dvě vrstvy filtračního 
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papíru po obou stranách a upevněny v blotovacím nástavci. Blotovací přenos probíhal 90 minut 
při 150 mA vprostřed! 1 x koncentrovaného blotovacího pufru. Po westernovém přenosu byla 
provedena imunodetekce na nitrocelulózové membráně promyté l x koncentrovaným roztokem PBS. 

4.3.5.4 Imunodetekce nitrocelulózové membrány 

Nitrocelulózová membrána byla inkubována 30 minut v blokovacím roztoku a promyta roztokem 
l x koncentrovaného PBS. Následně byla membrána zalita blokovacím roztokem s myší primární 
monoklonální protilátkou ředěnou v poměru 1:1 000 s afinitou k polyhistidinové kotvě. Membrána 
byla s roztokem protilátky inkubována při 4 °C do druhého dne za stálého třepání (80 rpm). Druhý den 
byla nitrocelulózová membrána 5x promyta l x koncentrovaným roztoku PBS za stálého třepání. 
Interval mezi jednotlivými promytími trval 5 minut. Po promytí byla na membránu aplikována 
sekundární protilátka Anti-Mouse IgG konjugovaná s peroxidázou v 10 ml blokovacího roztoku 
v poměru 1:10 000. Membrána byla s roztokem sekundární protilátky inkubována za stálého třepání 
(160 rpm) po dobu 1 hodiny při laboratorní teplotě. Po inkubaci byla membrána opět 5x promyta 
lx koncentrovaným roztokem PBS vždy po 5 minutách za stálého třepání a převrstvena 1 ml detekční 
směsi ECL Western Blot detection kit, která byla smíchána v poměru 1:1. Chemiluminescence byla 
snímána na přístroji Amersham Imager 680. Nejprve bylo provedeno automatické snímání a následně 
byla doba expozice nastavena na 5 minut. 

4.3.6 Spektrofotometrické stanovení koncentrace proteinu IFI16 

Vzorky elucí určené ke spektrofotometrickému stanovení koncentrace proteinu IFI16 a kalibrační 
roztoky B S A proteinu v elučním pufru o koncentracích 0,0-0,1-0,2-0,4-0,6-0,8-1,0-1,2-1,4-
1,6 mg-ml"1 byly důkladně zhomogenizovány a přeneseny na led. Z každého roztoku byly přeneseny 
4 ul do předem připravených mikrozkumavek se směsí 396 ul ultračisté vody a 100 ul 
5x koncentrovaného Bradfordova činidla. Vzniklé směsi byly důkladně zhomogenizovány. Vzorky 
kalibračních roztoků a vzorky elucí byly přeneseny po 200 ul do 96jamkové titrační destičky vždy 
ve dvou opakováních. Destička byla inkubována 10 minut při laboratorní teplotě a po inkubaci byla 
stanovena koncentrace proteinu IFI16 ve vzorcích elucí na přístroji Hybrid Reader při vlnové délce 
595 nm. 

4.3.7 Hybridizace oligonukleotidů pro vazebné a kompetitivní vazebné experimenty 

Dodané syntetické oligonukleotidy s potenciálem tvorby G4cvadruplexu, jejichž sekvence jsou 
uvedeny v tabulce 4.1.2 byly hybridizovány dle postupu uvedeném v článku IFI16 Preferentially 
Binds to DNA with Quadruplex Structure and Enhances DNA Quadruplex Formation [97]. V průběhu 
hybridizace byly vzorky nesoucí fluorescenční značení chráněny před světlem kvůli možnému 
vysvěcování značky. Oligonukleotid KSFTV značený fluorescenční značkou byl zředěn na koncentraci 
lOpmol-ul"1 l x koncentrovaným TE pufrem s přídavkem 50 mmolT"1 KC1. Oligonukleotidy 
bez značení byly zředěny na stejnou koncentraci ultračistou vodou s přídavkem 50 mmolT"1 KC1. 
Připravené vzorky byly denaturovaný 10 minut při 95 °C. Denaturované vzorky oligonukleotidů byly 
postupně ochlazeny na laboratorní teplotu. Hybridizované oligonukleotidy byly skladovány při 4 °C. 
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4.3.8 Vazebné experimenty 

Vazba proteinu IFI16 s hybridizovaným oligonukleotidem K S H V (nesoucím fluorescenční značku) 
a výběr vhodného molárního poměru DNA:protein (pro studium vazby proteinu IFI16 k sekvencím 
s rozdílným potenciálem tvorby G-kvadruplexu) byly sledovány testem posunu elektroforetické 
mobility, v prostředí nativního polyakrylamidového gelu. Třívrstvé nativní polyakrylamidové gely 
o tloušťce 1,5 mm s přídavkem 50 mmolT 1 KC1 a 0,33x koncentrovaného TBE pufru byly připraveny 
z 16, 8 a 4% roztoků akrylamidu, u kterých byla polymerace indukována přídavkem roztoků APS 
a Temedu. Hybridizovaný oligonukleotid K S H V s fluorescenčním značením byl smíchán 
s 20x koncentrovaným vazebným pufrem, ultračistou vodou a izolovaným proteinem IFI16 
do výsledných molárních poměrů DNA:protein 1:0, 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. Připravené vzorky byly 
inkubovány 10 minut pří 4 °C. Po inkubaci bylo ke vzorkům přidáno 2,5 ul 6x koncentrovaného 
nedenaturujícího nanášecího pufru a vzorky byly přeneseny do jednotlivých startů gelu. Elektroforéza 
probíhala 2 hodiny pří 50 V v prostředí 0,33x koncentrovaného TBE pufru při 4 °C v podmínkách 
zamezujících přístupu světla. Gel po elektroforéze byl snímán pří vlnové délce 460 nm na přístroji 
LAS-3 000. 

4.3.9 Kompetitivní vazebné experimenty 

Vazba proteinu IFI16 k sekvencím dodaných oligonukleotidů s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
bez fluorescenčního značení byla studována kompetitivními vazebnými experimenty v prostředí 
nativního polyakrylamidového gelu. Třívrstvé nativní polyakrylamidové gely o tloušťce 1,5 mm 
s přídavkem 50 mmol-ľ 1 KC1 a 0,33x koncentrovaného TBE pufru byly připraveny z 16, 8 a 4% 
roztoků akrylamidu, u kterých byla polymerace indukována přídavkem roztoků APS a Temedu. Byly 
připraveny směsi hybridizovaného oligonukleotidů K S H V s fluorescenčním značením, 
20x koncentrovaného vazebného pufru a ultračisté vody, ke kterým byl přidán kompetitor s některou 
ze sekvencí uvedených v tabulce 4.1.2 o koncentracích 0,0-5,0-7,5-10,0-15,0-25,0 pmol a izolovaný 
protein IFI16 v molárním poměru vůči fluorescenčně značenému K S H V 1:4 (DNA:protein). Smíchané 
vzorky byly inkubovány 10 minut při 4 °C. Po inkubaci bylo ke vzorkům přidáno 2,5 ul 
6x koncentrovaného nanášecího nedenaturujícího pufru a vzorky byly přeneseny do jednotlivých 
startů gelu. Elektroforéza probíhala 2 hodiny pří 50 V v prostředí 0,33x koncentrovaného TBE pufru 
při 4 °C v podmínkách zamezujících přístupu světla. Gel po elektroforéze byl snímán pří vlnové délce 
460 nm na přístroji LAS-3 000. 

4.3.10 Izolace plazmidové DNA 

Izolace plazmidové D N A z bakteriální kultury byla provedena pomocí E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini 
Kit I dle přiloženého postupu. Plazmidy (pRS314, pRS315, pLLS89, pLS p53WT, pTSAD T A D IFI16 
a pTSAG T A D IFI16) byly izolovány z připravených bakteriálních kultur uchovávaných pří -80 °C. 
Jednotlivá bakteriální kultura byla inkubována 14 hodin v 5 ml tekutého L B média s přídavkem 
antibiotika ampicilinu v poměru 1:1 000 za stálého třepání (100 rpm) pří 37 °C. Čistá bakteriální 
kultura bez média byla z inokulí převedena do mikrozkumavky opakovanou centrifugací pří 10 000 g 
po dobu 1 minuty. Následovala lýze buněk, kdy k připraveným peletům bylo přidáno 250 ul 
Roztoku 1 s obsahem RNázy A . Směsi byly důkladně homogenizovaný vortexem a přeneseny 
do nových mikrozkumavek. Následně bylo ke směsím přidáno 250 ul Roztoku 2 obsahujícího lyzační 
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enzymy. Po jemném promíchání obsahů zkumavek bylo přidáno 350 (xl neutralizační Roztoku 3. 
Po jemném promíchání došlo k utvoření bílé sraženiny. Aby se oddělila sraženina obsahující proteiny 
a zbytky lyžovaných buněk od supernatantu s plazmidovou DNA, byly směsi centrifůgovány 14 000 g 
po dobu 10 minut. Následovala vazba plazmidové D N A na fritu filtrační kolony. Supernatant 
byl převeden do kolony tak, aby nedošlo k dotyku a přenesení části peletu (potenciální kontaminace 
izolované pDNA proteiny) nebo poškození povrchu frity. Vzorky ve filtračních kolonách 
byly centrifůgovány při 14 000 g po dobu 1 minuty, kdy došlo k vazbě pDNA na fritu kolony 
a supernatant bez pDNA byl převeden do sběrné zkumavky a následně odstraněn. Navázaná 
plazmidová D N A byla promyta 500 jxl HBC pufru s přídavkem 100% izopropanolu (14 000 g 
po dobu 1 minuty) a 700 ul D N A promývacího pufru s přídavkem 100% ethanolu (14 000 g po dobu 
30 sekund). Pro zajištění vyšší koncentrace vzorku a odstranění nadbytečného množství promývacích 
roztoků byl zopakován předcházející krok bez přídavku dalšího množství promývacího roztoku. 
Filtrační kolona byla přenesena do nové mikrozkumavky a těsně nad fritu bylo naneseno 75 ul 
elučního pufru. Po minutové inkubaci byly kolony centrifůgovány při 14 000 g po dobu 1 minuty. 
Koncentrace a čistota byly stanoveny na přístroji NanoDrop proti elučnímu pufru jako slepému 
vzorku. Stav izolovaných plazmidů byl ověřen horizontální elektroforézou v 1% agarózovém gelu 
s přídavkem interkalačního činidla GelRed. Vzorky byly naneseny do jednotlivých startů ve stejné 
koncentraci (10 (xl pDNA na koncentraci lOOng-ul"1 s vhodným přídavkem 6x koncentrovaného 
Loading Bufferu. Rovněž byl nanesen D N A žebříček o velikosti 1 kb a pozitivní kontrola - ověřený 
vzorek plazmidu pTSAD T A D IFI16. Elektroforéza probíhala při 90 V po dobu 45 minut v prostředí 
lx koncentrovaného T A E pufru. 

4.3.11 Transformace kvasinkových kmenů lithium-acetátovou metodou 

Kvasinkové kmeny byly transformovány plazmidovou D N A obsahující prázdné vektory, vektory 
pro produkci proteinů p53 a IFI16 s transaktivační doménou proteinu p53 a jejich vzájemnou 
kombinací. Byly založeny kvasinkové kultury z jedné kolonie kvasinkových kmenů v 5 ml Y P D A 
tekutého média. Založené kultury byly inkubovány při 30 °C za stálého třepání do druhého dne. 
Kvasinková inokula byla následující den převedena do Y P D A tekutého média o objemu 40 ml 
a za stejných podmínek kultivována do dosažení optické hustoty 0,8-1,0 při vlnové délce 600 nm. 
Narostlé kvasinkové kultury byly centrifůgovány 9 000 g po dobu 3 minut při laboratorní teplotě. Pelet 
byl 2x promyt ultračistou vodou (50 a 10 ml) a směsí L iAc /TE (3 ml). Takto připravené kompetentní 
buňky byly zakoncentrovány směsí L iAc/TE na objem 600 ul. K 50 ul kompetentních buněk byly 
přidány 2 ul plazmidů (500 ng pDNA) umožňující selekci kvasinek na aminokyseliny leucin 
a tryptofan a 5 ul denaturované jednořetězcové nosičové D N A o koncentraci 10 mg-ml"1. Ke směsím 
kompetentních buněk s plazmidy bylo přidáno 300 ul směsi LiAc/TE/PEG a směsi byly inkubovány 
po dobu 30 minut za stálého třepání při 30 °C a následně 15 minut při 42 °C. Směsi byly stočeny 
a pelety byly re suspendovány v 100 ul ultračisté vody. Transformační směsi o objemu 50 ul byly 
naneseny na leucin-tryptofan selektivní agarové plotny s obsahem adeninu (ItA misky) a inkubovány 
po dobu 3 dnů při 30 °C. 
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4.3.12 Luciferázové reportérové testy 

Z kvasinkových transformantů bylo odebráno 6 kolonií, které byly rozetřeny na ItA misky do tvaru 
tzv. Patches. Nově připravené roztěry byly inkubovány po dobu 3 dnů pří 30 °C. Po 3 dnech inkubace 
bylo odebráno malé množství z pěti vybraných roztěrů Patches každého transformantů, které bylo 
re suspendováno v 200 ul syntetického leucin-tryptofan selektivního tekutého média s rafinózou 
(SRltA médium) v 96jamkové titrační destičce. Následně bylo 60 ul z těchto zásobních kultur 
přeneseno do SRltA média o objemu 60 ul a SRltA média s přídavkem 0,24 % galaktózy (výsledná 
koncentrace galaktózy činila 0,12 %). Kvasinkové kultury byly inkubovány při 30 °C. V časech To, T6 
a T24 (0, 6 a 24 hodin od začátku inkubace) bylo k 20 ul vzorků přidáno 20 ul 2x koncentrovaný 
lyzační pufr Passive Lysis Buffer v poměru 1:1a směsi byly za stálého třepání (300 rpm) inkubovány 
15 minut v 384jamkové titrační mikrodestičce při laboratorní teplotě. Po inkubaci bylo přidáno 20 ul 
luciferázového substrátu Bright Glo Luciferase assay a okamžitě byla změřena bioluminiscence 
a optická hustota kultury při vlnové délce 600 nm (ODôoo) na přístroji Synergy Hybrid Multi-Mode 
Microplate Reader. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 Biofyzikálni charakterizace sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
Detekce G-kvadruplexů v molekule D N A a charakterizace jejich konformace je nezbytnou podmínkou 
při studiu vlivu těchto sekundárních struktur na buněčné mechanismy a vazebné, nebo jiné biologické 
vlastností proteinů. Charakterizace vybraných sekvencí oligonukleotidů (Tabulka 4.1.2) byla 
provedena s využitím CD spektroskopie, ThT vazebných fluorescenčních testů a elektroforetického 
testu posunu mobility v prostředí bez přídavku a s přídavkem stabilizujících draselných kationtů. 

5.1.1 Charakterizace sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu CD spektroskopií 

Metoda měření cirkulárního dichroismu umožňuje detekovat přítomnost různých sekundárních 
struktur nukleových kyselin a proteinů. Konformace G-kvadruplexů je možné určit na základě 
srovnání naměřených spekter s již charakterizovanými modelovými spektry G-kvadruplexů, která 
vykazují charakteristické pozitivní a negativní píky při určitých vlnových délkách [318, 319]. 

Vzorky analyzovaných oligonukleotidů o koncentraci přibližně 60-10"6 moll" 1 přepočtené 
na jeden nukleotid z celkového počtu nukleotidů (optimální koncentrace pro měření cirkulárního 
dichroismu [27]) v sekvenci byly hybridizovány v roztocích lOmmolT 1 Tris-HCl a lOmmolT 1 

Tris-HCl s přídavkem lOOmmolT1 KC1, jehož přítomnost měla indukovat snadnější tvorbu 
a stabilizaci vznikajících sekundárních struktur G4 [102, 436]. Měření bylo provedeno v den 
hybridizace (čas To) a po uplynutí 24 hodin (čas T24), aby bylo ověřeno, zda u vzniklých sekundárních 
struktur nedochází v průběhu času ke změnám konformace. Výsledná CD spektra byla získána jako 
průměr čtyř skenů a vyhlazena pomocí Savitzky-Golayova vyhlazovacího algoritmu. Signál 
cirkulárního dichroismu byl vyjádřen jako rozdíl molárního absorpčního koeficientu As levotočivého 
a pravotočivého polarizovaného světla. Od naměřených spekter vzorků byl odečten signál příslušného 
pufru (lOmmolT 1 Tris-HCl nebo lOmmolT 1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmolT1 KC1) a výsledné 
hodnoty byly přepočteny na celkový počet nukleotidů v sekvenci. Do grafů byly vyneseny závislosti 
signálu CD na vlnové délce. 

Na obrázku 5.1.1 se nachází spektra vzorků oligonukleotidů P U M A . Sekvence P U M A byla 
odvozena od cílového místa proteinu p53 promotoru genu PUMA, proto u ní nebyla předpokládána 
přítomnost G-kvadruplexu, což potvrdil i program G4 Hunter, který i při 55% poměru bází GC 
nepredikoval přítomnost G4. Spektra vzorků hybridizovaných v obou typech pufrů v obou 
sledovaných časech vykazují přítomnost vyššího pozitivního píku v oblasti vlnové délky 280 nm, 
menšího pozitivního píku při vlnové délce kolem 220 nm a negativního píku při 250 nm. 
Při porovnání CD spekter známých konformací G-kvadruplexů [27] je vidět, že vzorek netvoří 
strukturu G-kvadruplexu ani v jednom z použitých pufrů a k jeho formování nedochází ani v průběhu 
delšího časového úseku. Na spektrech vzorků v čase T24 je možné pozorovat určité odchylky 
ve spektrech při vlnových délkách v okolí oblasti 220 nm, které mohou být způsobeny chybou měření 
z důvodu příliš vysoké hodnoty naměřené absorbance dané charakterem pufru nebo vlivem aktivity 
vody, jejíž vliv na přechod mezi A - B formou D N A byl již dříve pozorován [438]. Podobná spektra 
odpovídající spektru B-formy D N A byla naměřena např. u D N A telecího brzlíku [440, 442, 443]. 
Přestože byla pozorována přítomnost B-formy D N A např. i u vzorků nativní D N A Sarcina lutea 
(71 % GC) nebo Bacillus cereus (33 % GC), neodpovídají jejich CD spektra spektrům vzorků 
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P U M A [442]. Tento rozdíl je dán rozdílným zastoupením GC bazí v D N A [440, 442]. Nativní D N A 
telecího brzlíku s 42% zastoupení GC nejlépe odpovídá námi charakterizovaným vzorkům 
oligonukleotidu P U M A . Spektra telecího brzlíku byla s rovnávána se spektry syntetických 
oligonukleotidů i přírodních vzorků s různým obsahem GC. Bylo prokázáno, že s rostoucím 
zastoupením A T bází dochází k prohloubení negativního pásu a zvýšení konformační variability 
vznikajících struktur [442]. Přestože jsou spektra vzorků P U M A podobná spektrům dsDNA telecího 
brzlíku, byly vzorky připraveny z oligonukleotidu ssDNA. Je možné, že během hybridizace dochází 
k formování struktury palindromu z ssDNA P U M A prostřednictvím pěti až šesti párů nukleotidů 
skratkou smyčkou. Sekvence P U M A byla již dříve podrobena analýze CD spektroskopií [437]. 
Přestože byly vzorky hybridizovány v prostředí o nižší koncentraci draselných iontů (50 mmolT 1 

KC1) byla pozorována přibližně stejná intenzita signálu Ae s pozitivním pikem v oblasti vlnové délky 
280 nm a negativním pikem při 250 nm. 
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Obrázek 5.1.1: CD spektra vzorků oligonukleotidu PUMA v časech To (A) a T24 (B). Plnou linií jsou vynesena 
spektra vzorku hybridizovaného v lOmmolľ Tris-HCl s přídavkem lOOmmolľ KCl. Spektra vzorku 
hybridizovaného v prostředí bez přídavku draselných iontů je vyneseno přerušovanou linií. Po přídavku 
draselných ionů nedochází ke změnám konformace vznikající struktury. Naměřená spektra v časech To (Aj i T24 
(B) jsou charakterizována kladnými píky při vlnových délkách 280 a 220 nm a negativním pikem při vlnové délce 
250 nm a nevykazují přítomnost G-kvadruplexu. 
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Na obrázku 5.1.2 jsou vynesena spektra vzorků oligonukleotidu K S H V . Sekvence 
oligonukleotidu K S H V byla odvozena z genomu herpesviru spojeného s Kaposiho sarkomem 
a programem G4 Hunter u ní byla predikována vysoká pravděpodobnost tvorby G-kvadruplexu 
(G4 Hunter skóre 3,182) při 90,9% podílu GC bází. 

Z naměřených spekter v časech To i T24 je jasně vidět, že v přítomnosti draselných iontů (plná 
linie) dochází k tvorbě paralelní struktury G-kvadruplexu, která je charakterizována výraznými 
kladnými píky pří vlnových délkách 260 a 210 nm a záporným pikem pří vlnové délce 240 nm. 
V obou časech naměřená spektra odpovídající spektrům paralelního G-kvadruplexu. Zvýšení intenzity 
As v čase T24 ukazuj e na stabilizaci a doformování vzniklých sekundárních struktur bez celkové změny 
konformace G4. Na obou spektrech vzorků v prostředí draselných iontů je rovněž přítomen menší 
kladný pík při vlnové délce 295 nm, který se objevuje i ve spektrech antiparalelních a hybridních 
konformací G-kvadruplexů. Za předpokladu, že by se jednalo o antiparalelní strukturu G-kvaruplexu, 
by byly naměřeny výrazné kladné píky pří 295, 240 a 210 nm a záporný pík pří 260 nm. V případě 
hybridní struktury G-kvadruplexu by byly naměřeny pouze pozitivní píky, a to pří vlnových délkách 
295, 260 a 210 nm [27]. Vzhledem k tomu, že v naměřených spektrech vzorků K S H V 
hybridizováných v prostředí draselných iontů je přítomen negativní pík pouze při vlnové délce 
240 nm, docházelo pravděpodobně k tvorbě hybridní struktury G-kvadruplexu. Přítomnost 
antiparalelní struktury nelze z CD spektra jednoznačně potvrdit, protože nebyl naměřen výraznější 
pozitivní pík pří vlnové délce 240 nm. Spektra oligonukleotidu K S H V hybridizovaného v prostředí 
bez přítomnosti draselných iontů (přerušovaná linie) vykazují rovněž známky možné přítomnosti 
paralelní struktury G-kvadruplexu. Lze pozorovat pozitivní píky pří 260 a 210 nm a negativní pík 
pří 240 nm, které ovšem nedosahují tak výrazných signálu jako spektra vzorku s KC1. Rovněž 
je patrný posun píku pří 260 nm k vlnové délce 280 nm, který byl pozorován u vzorku oligonukleotidu 
P U M A , u nějž nebyla přítomnost G4 prokázána. Je tedy možné, že daná sekvence je schopna 
v omezené míře tvořit strukturu paralelního G-kvadruplexu i bez stabilizace draselnými ionty. 

Stejných výsledků bylo dosaženo i v dříve publikované studii Porubiakové a Bohálové [437]. 
CD spektrum vzorku K S H V v prostředí obsahujícím draselné ionty (50 mmolT 1) vykazuje stejné 
pozitivní píky pří vlnových délkách 295 a 260 nm a negativní pík pří vlnové délce 240 nm jako 
naměřená spektra vzorků K S H V v obou časech. Shodná jsou i dosažená maxima pozitivního píku 
pří vlnové délce 260 nm kolem 150 M ' c m 1 . Oproti publikované studii vykazovala naměřená spektra 
vzorků K S H V v prostředí draselných iontů nižší velikosti píku pří 295 nm. Rozdíl je pravděpodobně 
způsoben odlišnou koncentrací draselných iontů ve vzorcích (koncentrace draselných iontů byla oproti 
vzorkům v publikované práci dvojnásobná). Výsledky ukazují, že tvorba určité konformace 
G-kvadruplexu je závislá na koncentraci použitých kationtů. Velmi podobného spektra bylo dosaženo 
u G-bohaté oblasti v promotoru c-MYC se sekvencí d (TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG) 
v přítomnosti 150 mmolT 1 draselných iontů, u kterého byla zaznamenána tvorba paralelní konformace 
G4 v prostředí sodných i draselných iontů [27]. Paralelní struktura G-kvadruplexu byla pozorována 
rovněž u sekvence odvozené z promotoru genu clpx Mycobacteria tuberculosis, kde byla s rostoucí 
koncentrací draselných iontů pozorována zvyšující se hodnota maxima elipticity pří vlnové délce 
260 nm [444]. 
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Obrázek 5.1.2: CD spektra vzorků oligonukleotidu KSHV v časech To (A) a T24 (Bj. Plnou linií jsou vynesena 
spektra vzorku hybridizovaného v lOmmoll1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmolľ1 KCl. Spektrum vzorku 
hybridizovaného v prostředí lOmmoll1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů je vyneseno přerušovanou linií. 
Po přídavku draselných ionů dochází k stabilizaci paralelní struktury G-kvadruplexu, která je charakterizována 
kladnými píky při vlnových délkách 260 a 210 nm a záporným pikem při 240 nm. Přítomnost menšího kladného 
píku při vlnové délce 295 nm a absence pozitivního píku při vlnové délce 240 nm ukazuje i na tvorbu hybridní 
struktury G-kvadruplexu. 

Na obrázku 5.1.3 se nachází spektra vzorků oligonuleotidu KSHV- lno , jehož sekvence byla 
odvozena ze sekvence K S H V , a u které byl programem G4 Hunter predikován vysoký potenciál 
tvorby G-kvadruplexu (G4 Hunter skóre 2,545) při 81,8% podílu GC bází. Spektra vzorku 
hybridizovaného bez přítomnosti draselných iontů nabývají kladných píků při vlnových délkách 260 
a 216 nm a záporného píku při 239 nm. Ačkoliv se může zdát, že dochází k tvorbě paralelní struktury 
G-kvadruplexu, je naměřený signál příliš nízký a rovněž zde chybí pík při 210 nm charakteristický 
pro struktury G-kvadruplexů [27]. U daného vzorku pravděpodobně nedochází k tvorbě 
G-kvadruplexu vprostřed! bez stabilizujících iontů. Naopak u vzorku, který byl hybridizován 
v přítomnosti lOOmmolT"1 K C l jsou vidět výrazné pozitivní píky při vlnových délkách 264 a 211 nm 
a záporný pík při 241 nm, což ukazuje na přítomnost paralelní struktury G-kvadruplexu. Stejně jako 
u vzorku K S H V je na spektru vidět mírný nárůst signálu při vlnové délce 295 nm, který ukazuje spolu 
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s pozitivními píky při 264 a 211 nm na možnou přítomnost hybridní struktury G4cvadruplexu. 
Bohužel z naměřeného CD spektra nelze určit, zda dochází k tvorbě pouze intramolekulárních 
struktur, nebo se na vzniku výsledných konformací G4 podílí více molekul a vznikají i struktury 
intermolekulární. V případě tvorby intramolekulárních struktur by nebyl možný vznik čtyř- nebo 
třítetrádových G-kvadruplexů, protože u 5-konce byly oproti sekvenci K S H V dvě guaninové báze 
substituovány adeninem. Nabízí se tak pouze tvorba dvoutetrádových G-kvadruplexů nebo struktur 
složených z více molekul DNA. 
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Obrázek 5.1.3: CD spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-lno v časech To (A) a T24 (B). Plnou linií jsou 
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v lOmmolí1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmolí1 KCl. Spektra vzorku 
hybridizovaného v prostředí lOmmoll'1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů jsou vynesena černou linií. 
Po přídavku draselných ionů dochází k formování paralelní struktury G-kvadruplexu, která je charakterizována 
kladnými píky při vlnových délkách 260 a 210 nm a záporným pikem při 240 nm. Spektrum vzorku 
hybridizovaného v prostředí bez přídavku KCl nabývá kladných píků při 260 a 216 nm a záporného píku 
při 239 nm, ale nevykazuje charakter spektra struktury G-kvadruplexu. 

Na obrázku 5.1.4 se nachází spektra vzorků sekvence KSHV-2no, která byla stejně jako 
KSHV- lno odvozena ze sekvence oligonukleotidu K S H V . Přestože u sekvence KSHV-2no bylo 
oproti sekvenci K S H V pět guaninových bází substituováno za adenin, dosahovala vysokého 
G4 Hunter skóre (1,727) při 68,2% podílu GC bází. Spektra vzorku hybridizovaného v prostředí 
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bez draselných iontů nabývají kladných píků při vlnových délkách 263 a 218 nm a záporného píku 
při 243 nm, což spolu s nízkými hodnotami elipticity ukazuje na absenci struktury G-kvadruplexu, 
stejně jako tomu bylo v případě vzorku KSHV- lno . Oproti tomu spektra vzorku KSHV-2no 
hybridizovaného v přítomnosti stabilizujících draselných iontů (plné linie) vykazují známky 
přítomnosti paralelní struktury G-kvadruplexu a nabývají kladných píků pří vlnových délkách 266 
a 213 nm a záporného píku při 244 nm. Ačkoliv je zde pík charakterizující G-kvadruplexy posunut 
až k vlnové délce 213 nm je naměřený signál oproti vzorku bez KC1 velmi vysoký. Posun píků 
k vyšším vlnovým délkám, který je u obou vzorků KSHV-2no o něco vyšší než u vzorků sekvence 
KSHV-lno , může být způsoben přítomností více bází adeninu, které absorbují rovněž v oblasti vlnové 
délky 210 nm [27, 438] nebo vlivem interferencí způsobených použitím daného pufru. Podobný posun 
k vyšším vlnovým délkám byl pozorován i pří charakterizaci sekvencí ssDNA aptamerů odlišujících 
hemaglutinin podtypů H l a H5 u viru chřipky [445]. Při srovnání signálu vzorků hybridizovaných 
v přítomností draselných iontů vzorků K S H V - l n o a KSHV-2no lze pozorovat vyšší signál naměřený 
u vzorku KSHV- lno , což ukazuje na vyšší stabilitu utvořených struktur G4, což koreluje s vyšším 
potenciálem tvorby G-kvadruplexu predikovaným programem G4 Hunter. Stejně jako v případě 
vzorku KSHV- lno , ovšem není možné z CD spektra určit procentuální zastoupení intramolekulárních 
a intermolekulárních struktur G4 nebo počet tetrád. 
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Obrázek 5.1.4: CD spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-2no v časech To (A) a T24 (B). Plnou linií jsou 
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v lOmmoll1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmoll1 KCl. Spektra vzorku 
hybridizovaného v prostředí lOmmoll'1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů jsou vynesena přerušovanou 
linií. Po přídavku draselných ionů dochází k formování paralelní struktury G-kvadruplexu, 
která je charakterizována kladnými píky při vlnových délkách 260 a 210 nm a záporným pikem při 240 nm. 
Spektra vzorku hybridizovaného v prostředí bez přídavku KCl jsou charakterizována kladnými píky při vlnových 
délkách 263 a 218 nm a záporným pikem při 243 nm a nevykazují známky přítomnosti struktury G-kvadruplexu. 

Na obrázku 5.1.5 se nachází spektra vzorků sekvence KSHV-3no. Sekvence KSHV-3no byla 
navržena tak, aby osm guaninových bází bylo substituováno adeninem a nebyla schopna tvořit 
strukturu G-kvadruplexu. Sekvence dosahovala G4 Hunter skóre 0,909 při 54,5% zastoupení GC párů 
bází, a tedy i velmi nízkou pravděpodobnost tvorby G4. CD spektra vzorku hybidizovaného 
v prostředí draselných iontů (plná linie) nevykazují známky přítomnosti G-kvadruplexu, stejně jako 
spektra vzorku hybridizovaného v čisté směsi lOmmolT"1 Tris-HCl (přerušovaná linie). Pozitivní píky 
obou spekter byly v časech To i T24 naměřeny při 270 příp. 265 a 220 nm a záporný pík 
při 247 nm. Na spektrech vzorku obsahujícího draselné ionty je vidět mírný nárůst v oblasti vlnových 
délek 295 nm, který by stejně jako u vzorku K S H V a KSHV- lno mohl znamenat přítomnost hybridní 
struktury G-kvadruplexu. Další možností by mohla být i tvorba tetramolekulární struktury G4, ke které 
může u krátkých sekvencí bohatých na guaninové báze docházet, a které není možné z C D spekter 
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jednoznačně určit [446, 447]. Přítomnost velmi nízkého počtu zformovaných struktur 
G4 v přítomnosti draselných iontů by vysvětloval vyšší naměřenou hodnotu As oproti vzorku bez KC1, 
ale u obou spekter je vidět jasná absence píku při 210 nm, který je pro struktury G4 charakteristický 
a rovněž nebylo v čase T24 pozorováno zvýšení měřeného signálu značící stabilizaci přítomných 
struktur. Naopak došlo u vzorku s KC1, stejně jako u vzorku P U M A , k deformaci píku při 220 nm. 
Vysoká hodnota píků v oblasti vlnové délky 220 nm je pravděpodobně způsobena převážně absorpcí 
vícečetných bází adeninu, stejně jako tomu bylo u vzorků KSHV- lno a KSHV-2no [27, 438.] . 
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Obrázek 5.1.5: CD spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-3no v časech To (A) a T24 (B). Plnou linií jsou 
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v lOmmoll1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmoli1 KCl. Spektra vzorku 
hybridizovaného v prostředí lOmmoll'1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů jsou vynesena přerušovanou 
linií. U vzorků nedochází k tvorbě struktury G-kvadruplexu ani v přítomnosti draselných ionů během 
hybridizace. Spektra oligonukleotidu KSHV-Sno hybridizovaného v prostředí obou pufrů jsou charakteristická 
kladnými píky při vlnových délkách 265 a 220 nm (hybridizace bez přítomnosti iontů K+j 270 a 220 nm 
(hybridizace v přítomnosti iontů K+) a záporným pikem při 247 nm, což neodpovídá žádnému ze spekter 
G-kvadruplexů. 

Na obrázku 5.1.6 se nachází spektra vzorku KSHV-Mutl .O. Sekvence KSHV-Mutl .O byla 
navržena programem G4 Killer ze sekvence K S H V , která byla programem mutovaná při prahové 
hodnotě 1,0. Výsledná sekvence KSHV-Mutl .O dosahuje G4Hunter skóre 0,955 při 68,2% zastoupení 
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GC bází. Obdobně jako sekvence KSHV-3no, vykazuje KSHV-Mutl .O velmi nízký potenciál tvorby 
G-kvadruplexu. Spektra obou vzorků v čase To dosahují kladných píků pří vlnových délkách 265 
a 215 nm a záporného píku pří 242 nm. Naměřené hodnoty As vzorků hybridizovaných v obou typech 
pufrů dosahují v čase To podobných hodnot jako vzorky K S H V (kolem 150 M'cm" 1). Srovnání 
charakteru a velikostí píků vzorku s přídavkem KC1 v časech T° a T 2 4 ukazuje přítomnost 
stabilizovaných struktur G4, která se projevila nárůstem As pozitivního píku vzorku s KC1 v oblasti 
vlnové délky 210 nm charakteristické pro struktury G4 [27]. Spektrum vzorku v čase T24 vykazuje 
rovněž nárůst As v oblasti vlnové délky 295 nm, která ukazuje na přítomnost hybridní konformace G4, 
jak bylo diskutováno výše. 
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Obrázek 5.1.6: CD spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-Mutl.O v časech To (A) a T24 (B). Plnou Umí jsou 
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v lOmmoll1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmoll1 KCl. Spektra vzorku 
hybridizovaného v prostředí lOmmoll'1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů jsou vynesena přerušovanou 
linií. Přídavek draselných iontů indukuje tvorbu sekundární struktury G4. Spektra vzorku hybridizovaného 
v prostředí KCl (plné linie) vykazují charakter spektra paralelního G4. 

Na obrázku 5.1.7 jsou vynesena spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-Mut 1.5. Sekvence 
KSHV-Mutl .5 byla navržena programem G4 Killer z původní sekvence K S H V . Sekvence K S H V byla 
mutovaná při prahové hodnotě G4 Hunter skóre 1,5. Výsledné G4 Hunter skóre KSHV-Mutl .5 
dosahuje hodnoty 1,091 při 72,7% zastoupení GC bází. Spektra vzorku hybridizovaného bez přídavku 
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draselných iontů (přerušovaná linie) dosahují pozitivních píků v oblasti 266 a 212 nm a negativního 
píku při 241 nm, což ukazuje na přítomnost paralelní struktury G4. Oproti tomu u vzorku 
hybridizovaném vpufru s přídavkem lOOmmolľ 1 KC1 dochází k výrazné změně konformace 
a stabilizaci antiparalelní struktury G-kvadruplexu, jejíž CD spektra jsou charakterizována kladnými 
píky při vlnových délkách 295, 240 a 210 nm a záporným pikem při 260 nm [27]. Spektra vzorku 
s přídavkem KC1 vykazují posun pozitivních i negativních píků k vyšším vlnovým délkám (maxima 
pozitivních píků při 297, 247 a 218 nm a maximum záporného píku při 267 nm). Ačkoliv je pík 
charakterizující strukturu G4 (210 nm) posunut k vyšším vlnovým délkám (obdobně jako další 
naměřené píky), je nepravděpodobné, že by nedocházelo k tvorbě G4, protože naměřená spektra jsou 
v porovnání se spektry běžných forem D N A nezaměnitelná a ukazují na tvorbu antiparalelního 
G4 [27]. Obě spektra dosahují nízkých signálů, které byly dokonce nižší, než u vzorků KSHV-Mutl .O, 
takže je možné, že k posunu píků došlo vlivem přítomnosti ne zformovaných struktur. Antiparalelní 
struktury G4 formují rovněž telomerické sekvence Oxytricha nebo trombin-vázající aptamer, který 
je tvořen pouze dvěma G-tetrádami [27]. 
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Obrázek 5.1.7: CD spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-Mutl.5 v časech To (A) a T24 (B). Plnou linií jsou 
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v lOmmoll'1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmolľ' KCl. Spektra vzorku 
hybridizovaného v prostředí lOmmoll'1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů jsou vynesena přerušovanou 
linií. Přídavek draselných iontů indukuje tvorbu antiparalelní konformace G4 charakteristické pozitivními píky 
při vlnových délkách 295, 240 a 210 nm a negativním pikem při 260 nm. 

62 



Na obrázku 5.1.8 jsou vynesena spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-Mut2.0. Sekvence 
KSHV-Mut2.0 byla navržena programem G4 Killer z původní sekvence K S H V . Sekvence K S H V byla 
mutovaná při prahové hodnotě G4 Hunter skóre 2,0. Výsledné G4 Hunter skóre KSHV-Mut2.0 bylo 
stanoveno na 1,591 při 77,3% zastoupení GC bází. CD spektra vzorků hybridizovaných v různých 
typech pufrů ukazují na tvorbu rozdílné konformace G4. Spektra vzorku hybridizovaného 
bez přítomnosti draselných iontů nabývá pozitivních píků při 264 a 216 nm a negativního píku 
při 242 nm, což naznačuje přítomnost paralelní struktury G-kvadruplexu. Spektra vzorku 
hybridizovaného v přítomnosti lOOmmolT1 KC1 odpovídají CD spektrům hybridní konformace 
G-kvadruplexu s pozitivními píky při 295, 260 a 210 nm [27]. Je zajímavé, že přestože se sekvence 
KSHV-Mutl .5 a KSHV-Mut2.0 odlišují pouze ve dvou párech nukleotidů, kdy se jedna dvojice 
nukleotidů nachází v oblasti spaceru (KSHV-Mutl .5: GGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG 
vs. KSHV-Mut2.0: GGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG), dochází při stabilizaci draselnými ionty 
k formování jiných konformací G4, což ukazuje na významný vliv jednonukleotidových smyček 
(spacerů) [448]. Tvorba hybridní konformace G4 je charakteristická pro lidské telomery [320]. 
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Obrázek 5.1.8: CD spektra vzorků oligonukleotidu KSHV-Mut2.0 v časech To (A) a T24 (B). Plnou linií jsou vynesena 
spektra vzorku hybridizovaného v lOmmoll'1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmoll'1 KCl. Spektra vzorku hybridizovaného 
v prostředí lOmmoll'1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů jsou vynesena přerušovanou linií. 
U vzorku hybridizovaného bez přídavku draselných iontů byly naměřeny pozitivní píky při 264 a 216 nm 
a negativní píky při 242 nm, což ukazuje na tvorbu paralelní struktury G-kvadruplexu. Přídavek draselných iontů 
indukuje stabilizaci hybridní struktury G-kvadruplexu, jejíž CD spektra dosahují kladných píků při vlnových délkách 
295, 260 a 210 nm. 
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Na obrázku 5.1.9 jsou vynesena spektra vzorků oligonukleotidu Random-22. Oligonukleotid 
Random-22 byl použit jako negativní kontrola, protože u něj nebyla předpokládána tvorba struktury 
G-kvadruplexu, což bylo potvrzeno i programem G4 Hunter. Spektrum vzorku hybridizovaného 
vprostřed! lOmmolT"1 Tris-HCl se v čase To téměř neliší od spektra vzorku hybridizovaného 
v prostředí s přídavkem lOOmmolT"1 KC1. Obě spektra dosahují pozitivních píků při vlnových délkách 
275 a 216 nm a negativního píku při 250 nm, což neodpovídá žádnému z CD spekter 
charakterizujících sekundární strukturu G-kvadruplexu. V čase T24 bylo u vzorku bez přídavku 
draselných iontů naměřeno spektrum odpovídající spektrům obou vzorků v čase To. Oproti tomu 
spektrum vzorku s přídavkem draselných iontů v čase T 24 ukazuje na změnu konformace D N A 
a nabývá pozitivního píků při vlnové délce 280 nm s negativními píky při 250 a 218 nm, které 
připomíná svým tvarem C D spektra A-formy DNA, která vykazují výrazný záporný pík při 210 nm, 
ale kladný pík při 260 nm (nikoliv 280 jako je tomu zde) [27]. 

CCGAGCGATTAAGCGTGACAGC a CCGAGCGATTAAGCGTGACAGC 
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Obrázek 5.1.9: CD spektra vzorků oligonukleotidu Random-22 v časech To (A) a T24 (B). Plnou linií jsou 
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v lOmmoll'1 Tris-HCl s přídavkem lOOmmoll1 KCl. Spektra vzorku 
hybridizovaného v prostředí lOmmoll'1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů jsou vynesena přerušovanou 
linií. Naměřená CD spektra obou vzorků v čase To dosahují pozitivních píků při 275 a 216 nm a negativního píku 
při 250 nm a nevykazují známky přítomnosti G-kvadruplexu. U vzorku hybridizovaného v prostředí 
stabilizujících draselných iontů dochází ke změnám konformace. 
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Ačkoliv se metoda cirkulárního dichroismu osvědčila jako velmi účinná při studiu nejen 
sekundárních struktur nukleových kyselin, skýtá určitá omezení při interpretaci spekter, jako 
např. neschopnost rozlišit přítomnost intra- a intermolekulárních G-kvadruplexů nebo G-triplexů 
na základě jednoduchých měření. Další komplikací při vyhodnocení je mírný posun píků způsobený 
vyhlazováním spekter a přítomnost vícečetných bází adeninu, které absorpcí mohou mírně zkreslit 
polohu vrcholu píku typického právě pro struktury G4 [27]. 

V již zmiňovaném článku Porubiakové a Bohálové byla uvedena CD spektra nejen samotných 
vzorků P U M A a K S H V , ale i sekvencí P U M A - K S H V a K S H V - P U M A , kdy obě spektra v přítomnosti 
draselných iontů ukazovala na přítomnost antiparalelní struktury G-kvadruplexu. Přestože oba vzorky 
obsahují stejný počet nukleotidů a liší se pouze v pozici umístěné sekvence P U M A (před nebo 
za strukturou G-kvadruplexu), byly pozorovány výrazné změny v hodnotě naměřené As v oblasti 
295 nm (maximum As pro antiparalelní struktury G4) [437]. Rozdíly ve formování struktur 
G4 v přítomnosti sekvence P U M A je nutné zohlednit při posuzování vazby proteinu IFI16 in vivo, 
protože sousední sekvence K S H V a jeho mutované formy mohou ovlivňovat vedení vláken D N A 
a formování sekundárních struktur G4. 

5.1.2 Charakterizace sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu ThT vazebným 
fluorescenčním testem 

Aby bylo možné potvrdit, nebo vyvrátit přítomnost sekundárních struktur G-kvadruplexů 
u analyzovaných sekvencí, byl proveden ThT fluorescenční vazebný test. Princip ThT testuje uveden 
v teoretické části této práce. Hlavním kritériem při vyhodnocení ThT vazebného testu je hodnota 
intenzity fluorescence vzorku vztažená na intenzitu fluorescence samotného pufiru s thioflavinem T. 
Thioflavin T váže struktury G-kvadruplexu podstatně lépe, než struktury duplexů nebo single stranded 
oligonukleotidů a v minulosti bylo potvrzeno jeho použití jako spolehlivé G4 sondy [321]. 

Vzorky zkoumaných oligonukleotidů o koncentraci 2 p m o l u ľ 1 byly hybridizovány, stejně jako 
vzorky určené pro měření cirkulárního dichroismu, v prostředí Tris-HCl bez přídavku a s přídavkem 
lOOmmolT 1 KC1. Naměřené intenzity fluorescence jednotlivých vzorků oligonukleotidů byly 
vztáhnuty na intenzitu fluorescence samotného pufru s ThT a s příslušnými směrodatnými výběrovými 
odchylkami vyneseny do grafu (Obrázek 5.1.10). Jako pozitivní kontrola byl použit oligonukleotid 
K S H V , který dle naměřeného CD spektra (Obrázek 5.1.2) prokazatelně tvoří strukturu G-kvadruplexu. 
Jako negativní kontroly byly použity vzorky oligonukleotidů P U M A a Random-22, které netvoří 
struktury G4 ani v přítomnosti draselných iontů, což bylo potvrzeno analýzou sekvencí programem 
G4 Hunter a naměřenými CD spektry (Obrázek 5.1.1 a Obrázek 5.1.9). 

Výsledky vzorků KSHV- lno , KSHV-2no a KSHV-3no v obou typech pufirů odpovídají 
předpokládanému trendu, tedy že s klesajícím G4 Hunter skóre klesá i potenciál tvorby G-kvadruplexu 
a tím i signál fluorescence. V roztoku lOOmmolT"1 Tris-HCl bez přídavku draselných iontů byly 
intenzity jednotlivých vzorků stanoveny na 25,36 ± 0,12 (KSHV-lno), 9,73 ± 0,61 (KSHV-2no) 
a 6,98 ± 0,92 (KSHV-3no). Přídavkem 100 mmolT"1 draselných iontů došlo u všech vzorků k tvorbě 
a stabilizaci struktur G-kvadruplexů, což se projevilo naměřením vyšší intenzity 
fluorescence-31,76 ±0,44 (KSHV-lno), 25,69 ± 0,76 (KSHV-2no) a 10,58 ±0,73 (KSHV-3no). 
Nejvíce se vliv draselných iontů na formování a stabilizaci sekundárních struktur G-kvadruplexů 
projevil u vzorku sekvence KSHV-2no. Intenzita fluorescence vzorku KSHV-2no v prostředí 
obsahující draselné ionty byla 2,64krát vyšší než intenzita fluorescence vzorku bez draselných iontů. 
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U KSHV-3no s KC1 byla intenzita fluorescence l,51krát vyšší, než u vzorku v čisté směsi Tris-HCl 
a u vzorku KSHV- lno byl pozorován nejnižší nárůst intenzity fluorescence - pouze l,24násobek 
intenzity vzorku bez KC1. Výsledky naznačují, že u vzorků schopných tvořit struktury 
G4 i bez přídavku stabilizujících iontů, nehrají elektrostatické interakce iontů tak zásadní vliv, 
jako tomu je u sekvencí s menším potenciálem tvorby G-kvadruplexu. Zatímco u sekvence KSHV- lno 
postačuje k samouspořádání struktury G4 příspěvek vodíkových můstků, u sekvencí KSHV-2no 
i KSHV-3no přítomnost stabilizujících kladně nabitých iontů napomáhá kompenzaci negativního 
náboje cukr-fosfátové kostry molekul D N A nebo usnadnění párování guaninových bází nejen v rámci 
jedné molekuly [102]. Nárůst intenzity fluorescence u vzorku KSHV-3no, jehož sekvence byla 
navržena tak, aby nedocházelo k tvorbě intramolekulární struktury G4, ukazuje na možnou omezenou 
schopnost draselných iontů usnadnit i formování intermolekulárních struktur G-kvadruplexů. 

U vzorků hybridizovaných v pufiru bez draselných iontů, jejichž sekvence byly navrženy 
programem G4 Killer cílenou mutací původní sekvence K S H V , je pozorován stejný trend, 
tedy že nejnižší intenzitu fluorescence dosahují vzorky s nejnižším potenciálem tvorby 
G-kvadruplexu - KSHV-Mutl .O (14,07 ±0,85) a KSHV-Mut l .5 (15,24 ± 1,20), jejichž G4 Hunter 
skóre se vzájemně příliš neliší (Tabulka 4.1.2). Nejvyšší intenzity fluorescence dosáhl vzorek 
oligonukleotidu KSHV-Mut2.0, a to 19,87 ± 0,87. Oproti tomu u vzorků hybridizovaných v prostředí 
obsahující lOOmmolT1 KC1 docházelo pravděpodobně k destabilizaci přítomných struktur G4. 
Zatímco u vzorků KSHV-Mutl .O (42,34 ± 1,69) a KSHV-Mut2.0 (23,89 ± 1,40) s KC1 byly naměřeny 
vyšší intenzity fluorescence, což naznačuje stabilizaci struktur G4, u vzorku KSHV-Mut l .5 došlo 
ke snížení intenzity fluorescence (10,14 ± 0,15), což ukazuje na tvorbu menšího počtu G-kvadruplexů. 
Naměřená CD spektra KSHV-Mutl .5 (Obrázek 5.1.7) ukázala u vzorku bez draselných iontů 
na možnou tvorbu paralelní struktury G-kvadruplexu a u vzorku v prostředí lOmM Tris-HCl 
s přídavkem lOOmmolT1 KC1 na tvorbu antiparalelní struktury G-kvadruplexu. Je možné, že ačkoliv 
dochází vlivem přítomnosti draselných iontů k formování antiparalelní konformace G-kvadruplexu, 
je množství zformovaných sekundárních struktur nižší. Na možnou destabilizaci a tvorbu menšího 
množství G4 v přítomnosti draselných iontů poukazuje i posun píků na CD spektru a nižší signál 
oproti vzorku v Tris-HCl bez KC1. Dalším vysvětlením by mohla být preference ThT k paralelním 
strukturám G-kvadruplexu [449-451]. 

. Ze vzorků, které byly hybridizovány v prostředí draselných iontů, dosahoval i přes nízké 
G4Hunter skóre nejvyšší intenzity fluorescence vzorek oligonukleotidu KSHV-Mutl .O, který 
byl 3,Okřát vyšší, než tomu bylo u vzorku bez přítomnosti KC1. Takto významný příspěvek draselných 
iontů na tvorbu a stabilizaci struktur G-kvadruplexů by se teoreticky měl projevit i pří charakterizaci 
sekvencí CD spektroskopií, která ovšem neukázala výrazné rozdíly v naměřených signálech 
(Obrázek 5.1.6). Vzhledem k možné stabilizaci G4 i u sekvence KSHV-3no, která nemohla tvořit 
intramolekulární struktury, je možné, že v případě vzorku KSHV-Mutl .O s nízkým potenciálem tvorby 
G-kvadruplexu docházelo vlivem draselných iontů k tvorbě a stabilizaci významného množství 
intermolekulárních struktur G-kvadruplexů. Protože vzorky připravené pro měření CD spektroskopie 
obsahovaly mnohonásobně nižší koncentraci D N A než vzorky pro ThT vazebný experiment, mohlo 
docházet k tvorbě a stabilizaci jiných struktur. 
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Obrázek 5.1.10: Vyhodnocení ThT testu na potenciál tvorby G-kvadruplexu u sledovaných sekvencí 
oligonukleotidů. 

Pro posouzení tvorby G-kvadruplexu byly vzorky, vyjma kontrol, rozděleny do tří kategorií na 
základě stanovené intenzity fluorescence - Potvrzená tvorba G4, Možná tvorba 
G4 a Nepravděpodobná tvorba G4. Jako spodní mezní hodnota pro možnou tvorbu G-kvadruplexu 
byla určena průměrná intenzita fluorescence vzorků oligonukleotidů P U M A a Random-22 a jako horní 
mezní hodnota byla vybrána intenzita fluorescence vzorku oligonukleotidů K S H V . Protože bylo 
prokázáno, že tvorba a stabilizace struktur G-kvadruplexů je ovlivněna přítomností draselných iontů 
[102], byly zvlášť posuzovány výsledky vzorků hybridizované v prostředí Tris-HCl (Obrázek 5.1.11) 
a zvlášť výsledky vzorků v Tris-HCl s přídavkem KC1 (Obrázek 5.1.12). 

Jak je vidět na obrázku 5.1.11, dosahovaly vprostřed! Tris-HCl bez draselných iontů vzorky 
KSHV-1 no a KSHV-Mut2.0 vyšší hodnoty intenzity fluorescence než pozitivní kontrola K S H V . 
To ukazuje na tvorbu struktury G-kvadruplexu i bez přídavku stabilizujících iontů. U vzorků 
KSHV-Mutl .5 a KSHV-Mutl .O byly rovněž naměřeny vysoké hodnoty intenzity fluorescence, které 
ovšem nepřesáhly hodnotu pozitivní kontroly K S H V . Spolu se vzorky KSHV-2no a KSHV-3no byly 
označeny jako oligonukleotidy s možnou tvorbou G-kvadruplexu. Vyšší intenzita fluorescence vzorku 
KSHV-3no může být způsobena i schopností ThT vázat se na kapsy mezi páry adeninu jako tomu bylo 
i v případě vzorků negativních kontrol bohatých na adenin GA8 a GA12 [449]. Na základě naměřené 
intenzity je vidět, že přítomnost G4 je u KSHV-Mut 1.5 a KSHV-Mutl .O vyšší než u KSHV-2no 
a KSHV-3no. 
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Obrázek 5.1.11: Vyhodnocení ThT testu na potenciál tvorby G-kvadruplexu u vzorků hybridizovaných 
bez přídavku draselných iontů. Cerchovaná linie značí průměr naměřených intenzit fluorescence negativních 
kontrol PUMA a Random-22 v příslušném pufru. Přerušovaná linie značí intenzitu fluorescence pozitivní 
kontroly (vzorku KSHV v příslušném pufru). 

Stejným způsobem byla posuzována přítomnost G-kvadruplexů u vzorků hybridizovaných 
v Tris-HCl s přídavkem KC1 (Obrázek 5.1.12). Jak již bylo dříve zmíněno, dosáhl nejvyšší intenzity 
fluorescence vzorek KSHV-Mutl .O po němž následovaly KSUV- lno , KSHV-2no a KSHV-Mut2.0, 
které byly souhrnně označeny jako vzorky s potvrzenou tvorbou G-kvadruplexu. Vzorky KSHV-3no 
a KSHV-Mutl .5 byly označeny jako vzorky s možnou tvorbou G4, přičemž u KSHV-3no došlo 
k nárůstu a u KSHV-Mut l .5 k poklesu intenzity fluorescence oproti vzorkům bez KC1. Vzorky 
označené KSHV-Mut, teoreticky umožňují tvorbu dvoutetrádových struktur G-kvadruplexů 
díky přítomnosti dvojic G-bází v sekvenci. Je možné, že v prostředí bez draselných iontů dochází 
u sekvencí tohoto typu k samovolnému formování intramolekulárních G4, zatímco příspěvek 
draselných iontů napomáhá formování intermolekulárních G, což by vysvětlovalo nárůst intenzity 
fluorescence vzorku KSHV-Mutl .O. 
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Obrázek 5.1.12: Vyhodnocení ThT testu na potenciál tvorby G-kvadruplexu u vzorku hybridizovaných 
s přídavkem draselných iontů. Cerchovaná linie značí průměr naměřených intenzit fluorescence negativních 
kontrol PUMA a Random-22 v příslušném pufru). Přerušovaná linie značí intenzitu fluorescence pozitivní 
kontroly (vzorku KSHV v příslušném pufru). 

5.1.3 Elektroforetický test posunu mobility (EMSA) 

Formování intra- nebo intermolekulárních struktur G-kvadruplexů z analyzovaných sekvencí D N A 
(Tabulka 4.1.2) bylo sledováno prostřednictvím elektroforetického testu posunu mobility v 8% 
polyakrylamidovém gelu o tloušťce l,5mm. Vzorky syntetických oligonukleotidů o koncentraci 
lOpmol-ul"1 vprostřed! pufrů o složení 1 mmolT"1 NatbPCU, 500 mmolT"1 E D T A a 10 mmolT"1 

KH2PO4 nebo 1 mmolT-1 NaH 2 P0 4 , 500 m m o l ľ 1 E D T A a 10 m m o l ľ 1 KH2PO4 s přídavkem 
50mmol ľ 1 KC1. byly denaturovaný a postupně ochlazeny 24 hodin na laboratorní teplotu. Na gel 
bylo naneseno 500 ng vzorků DNA. Metoda spočívá v rozdílné elektroforetické mobilitě molekul 
při separaci v polyakrylamidovém gelu. Molekuly intermolekulárních struktur G4ívadruplexů 
vykazují nižší elektroforetickou mobilitu, než vzorky intramolekulárních G4 nebo ssDNA kvůli 
molekulové hmotnosti vzniklé struktury. Oproti tomu intramolekulární G4ívadruplexy vykazují vyšší 
mobilitu než vzorky ssDNA, protože dochází ke sbalení D N A do stabilizované sekundární struktury, 
která snáze migruje prostředím gelu [323]. 

Na obrázku 5.1.13 je snímek gelu vzorků hybridizovaných bez přídavku draselných iontů. 
Vyznačené linie naznačují hranice pro ssDNA a intramolekulární G4ívadruplexy. Komplexy o vyšší 
molekulové hmotnosti, které vykazovaly migraci do kratších vzdáleností od startů gelů byly označeny 
jako intermolekulární struktury G4ívadruplexů. Z výsledků vyplývá, že vzorky KSFTV, KSFTV-lno, 
KSHV-Mutl .5 a KSHV-Mut2.0 tvoří intramolekulární strukturu G4. K tvorbě intermolekulárních 
struktur G4 docházelo u vzorků K S H V , KSHV- lno , KSHV-2no a KSHV-Mut2.0. Na rozdíl 
od prvních tří vzorků, vykazoval vzorek KSV-Mut2.0 preferenční vazbu jedné konformace 
intermolekulárního G4. Preferenční tvorba jedné z intermolekulárních struktur byla pozorována 
i u vzorku KSHV-2no (nejsilnější band), u kterého byla pozorována přítomnost nejméně dvou dalších 
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preferovaných struktur G4. Vzorky K S H V a KSHV- lno formovaly vícečetné konformace G4, 
které se projevily poklesem intenzity signálu. Oproti tomu vzorky KSHV-3no, KSHV-Mutl .O, P U M A 
a Random-22 neukazují na tvorbu žádné sekundární struktury. Vzorek P U M A migroval do větší 
vzdálenosti od startu než negativní kontrola Random-22, protože oproti ostatním vzorkům je jeho 
sekvence o dva nukleotidy kratší. Intenzita bandu KSHV-3no je přibližně poloviční, než bandy vzorků 
P U M A a Random-22. To je možné vysvětlit nespecifickou tvorbou sekundární struktury v takové 
koncentraci, která nebyla barvivem Stains-All zachycena podobně jako je to u vzorku K S H V , 
kde je možné pozorovat pás složený z více typů konformací G4. 

Vzorek 
Žebříček 
(10 bp) KSHV KSHV-

luo 
KSHV-

2ĽO 
KSHV- KSHV-

Mutl.O 
KSHV-
Mutl.5 

KSHV-
Mut2.0 PUMA R a ° d

2 ° m -

G4 
Hunter - 3,182 2,545 1,727 0,909 0,955 1,091 1,591 -skóre 

• * ^ ^ » • 

Intennolekulární G-kvadraplexy 

ssDNA 

Intramolekulámi G-kvadnrplexy 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Obrázek 5.1.13: Elektroforetický test posunu mobility oligonukleotidů s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
v pufru bez obsahu draselných iontů. Spodní linie označují hranice pro migraci intramolekulárních 
G-kvadruplexů a ssDNA. Start 1 obsahuje DNA žebříček. Do startů 2-10 bylo naneseno500 ng vzorku KSHV 
(start 2), KSHV-lno (start 3), KSHV-2no (start 4), KSHV-3no (start 5), KSHV-Mutl.O (start 6), KSHV-Mutl.5 
(start 7), KSHV-2.0 (start 8), PUMA (start 9) a Random-22 (start 10). 

Na obrázku 5.1.14 je snímek gelu vzorků hybridizovaných v přítomnosti draselných iontů. 
U všech vzorků s výjimkou P U M A a Random-22 dochází k tvorbě sekundárních struktur 
G-kvadruplexu. Srovnání gelů na obrázcích 5.1.13 a 5.1.14 potvrzuje preferenční stabilizaci 
intermolekulárních struktur G4 vprostřed! obsahující KC1. Tvorba intramolekulárních struktur 
byla pozorována u vzorků K S H V , KSHV-Mut l .5 a KSHV-Mut2.0. Vzorky KSHV- lno , KSHV-2no, 
KSHV-3no vykazovaly tvorbu pouze intermolekulárních struktur G4. Výrazná preference jedné 
konformace G4 nastala u vzorků KSHV-3no a KSHV-Mutl .O, čemuž odpovídají i výsledky předešlé 
biofyzikálni charakterizace CD spektroskopií a ThT vazebným testem. Naopak vzorky K S H V , 
KSHV-lno , KSHV-2no a KSHV-Mut2.0 tvořily vícečetné struktury o různé molekulové hmotnosti. 
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Obrázek 5.1.14: Elektroforetický test posunu mobility oligonukleotidů s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
v pufru v přítomnosti stabilizujích draselných iontů. Spodní linie označují hranice pro migraci 
intramolekulárních G-kvadruplexů a ssDNA. Start 1 obsahuje DNA žebříček. Do startů 2-10 bylo naneseno 
500 ng vzorku KSHV (start 2), KSHV-lno (start 3), KSHV-2no (start 4), KSHV-3no (start 5), KSHV-Mutl.O 
(start 6), KSHV-Mutl.5 (start 7), KSHV-2.0 (start 8), PUMA (start 9) a Random-22 (start 10). 

5.1.4 Shrnutí biofyzikálni charakterizace sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadrulexu 
Výsledná charakterizace sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu byla na základě měření 
CD spektroskopie, ThT vazebného fluorescenčního testu a elektroforetického testu posunu mobility 
shrnuta do tabulek 5.1.1 a 5.1.2. Vzorky oligonukleotidů bez přídavku stabilizujících draselných iontů 
vykazují výraznou preferenci k formování inter- i intramolekulární paralelní struktury G-kvadruplexu 
(KSHV, KSHV- lno , KSHV-2no a KSHV-Mut2.0). Vzorek KSHV-Mutl .5 vykazoval jako jediný 
preferenci k tvorbě intramolekulární paralelní konformace G4. 
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Tabulka 5.1.1: Výsledná biofyzikálni charakterizace vzorků sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
hybridizovaných v prostředí bez draselných iontů. 

Zařazení z testu ThT Konformace G4 
(CD spektra) 

Inter-/Intra-
G-kvadruplex 

PUMA Negativní kontrola - -

KSHV Pozitivní kontrola Paralelní Inter-/Intra-
KSHV-lno Potvrzená tvorba G4 Paralelní Inter-/Intra-
KSHV-2no Možná tvorba G4 Paralelní Inter-/Intra-
KSHV-3no Možná tvorba G4 - -

KSHV-Mutl.O Možná tvorba G4 - -

KSHV-Mutl.5 Možná tvorba G4 Paralelní Intra-
KSHV-Mut2.0 Potvrzená tvorba G4 Paralelní Inter-/Intra-
Random-22 Negativní kontrola - -

Přídavek draselných iontů indukoval tvorbu G-kvadruplexu u všech sekvencí se stanoveným 
G4 Hunter skóre včetně vzorku KSHV-3no a usnadnil formování intermolekulárních struktur G4. 
Výsledky ukazují, že zatímco sekvence s dostatečným počtem G-bází formují G4 z různého počtu 
řetězců, vzorky mutovaných sekvencí jsou schopny formovat spíše struktury intramolekulárních G4 
nebo G4 z menšího počtu řetězců D N A s menší molekulovou hmotností (migrace do větší vzdálenosti 
od startů gelu). 

Tabulka 5.1.2: Výsledná biofyzikálni charakterizace vzorků sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
hybridizovaných v prostředí obsahující 100 mmolľ' KCl. 

Zařazení z testu ThT Konformace G4 
(CD spektra) 

Inter-/Intra-
G-kvadruplex 

PUMA Negativní kontrola - -

KSHV Pozitivní kontrola Paralelní Inter-/Intra-
KSHV-lno Potvrzená tvorba G4 Paralelní Inter-
KSHV-2no Potvrzená tvorba G4 Paralelní Inter-
KSHV-3no Možná tvorba G4 - Inter-
KSHV-Mutl.O Potvrzená tvorba G4 Paralelní Inter-
KSHV-Mutl.5 Potvrzená tvorba G4 Antiparalelní Inter-/Intra-
KSHV-Mut2.0 Potvrzená tvorba G4 Hybridní Inter-/Intra-
Random-22 Negativní kontrola - -

5.2 Izolace, purifikace a stanovení koncentrace proteinu IFI16 
Jedním z cílů této diplomové práce bylo studium vazby proteinu IFI16 na D N A in vitro. K tomu bylo 
třeba získat čistý, nefragmentovaný a funkční protein IFI16 plné délky v co možná nevyšší 
koncentraci. Protein IFI16 byl izolován proteinovou afinitní chromatografií z již předem připravené 
bakteriální kultury kompetentních buněk E. coli BL21-CodonPlus transformované plazmidovým 
vektorem pET15b, který exprimuje protein IFI16 plné délky fúzovaný s polyhistidinovou kotvou 
(His-tag) a obsahuje selekční markery pro antibiotika ampicilin a chloramfenikol. 
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Proces izolace proteinu sestával ze tři kroků, kterými byly příprava bakteriální kultury, lýze 
bakteriálních buněk a samotná izolace proteinu IFI16 z buněčného lyzátu. Bakteriální kultura byla 
inkubována v L B tekutém médiu s přídavkem obou antibiotik o vhodných koncentracích do dosažení 
optické hustoty 0,6 při vlnové délce 600 nm. Poté byl k bakteriální kultuře přidán roztok IPTG, který 
indukoval expresi proteinu IFI16. Buněčná kultura byla lyžována dle postupu uvedeném v podkapitole 
4.3.4.2 Lýze buněk. Během procesu lýze bakteriální kultury byly odebrány kontroly K2 a K3, které 
byly dále použity ke stanovení koncentrace proteinu IFI16 uvolněného do supernatantu v jednotlivých 
fázích procesu jeho izolace. Kontrola K l , která se běžně odebírá jako kontrola před indukcí nebyla 
v tomto případě odebrána z důvodu předpokladu absence proteinu IFI16 v bakteriální kultuře. 
K samotné izolaci proteinu IFI16 byly využity kuličky TALON Metal Ajfinity resign s obsahem 
kobaltu, který interagoval s polyhistidinovou kotvou fúzovanou s proteinem IFI16 a zajistil zachycení 
proteinu v koloně. Izolace proběhla dle postupu uvedeném v podkapitole 4.3.4.3 Izolace proteinu 
IFI16. V průběhu izolace proteinu byly odebrány kontroly K 4 - K 6 a celkem 5 elucí proteinu IFI16. 

Ke zjištění stavu fragmentace izolovaného proteinu byl proveden Western blot a barvení gelu 
barvivem Coomassie Blue. Vzorky proteinových elucí a kontrol byly vhodně upraveny a separovány 
vertikální elektroforézou ve dvouvrstvých polyakrylamidových gelech s přídavkem SDS. Jako 
pozitivní kontrola byl použit protein p53 obsahující rovněž s polyhistidinovou kotvu, jehož přítomnost 
ve vzorku byla již dříve prokázána. Gel po barvení barvivem Coomassie Blue a jeho následném 
odbarvení odbarvovacím roztokem Destain je znázorněn na obrázku 5.2.1. Do startu 1 byl nanesen 
proteinový žebříček s rozsahem molekulových hmotností 10-250 kDa, starty 2-6 obsahovaly vzorky 
kontrol proteinu IFI16 K 2 - K 6 , do startů 7-11 byly naneseny vzorky elucí proteinu IFI16 E1-E5 
a start 12 obsahoval pozitivní kontrolu - protein p53 s polyhistidinovou kotvou o celkové molekulové 
hmotnosti přibližně 62 kDa. Proteiny z druhého gelu byly westernovým přenosem převedeny 
na nitrocelulózovou membránou citlivou na vazbu proteinů. Přítomnost proteinů IFI16 a p53 
na nitrocelulózové membráně byla potvrzena imunodetekcí. Na membránu byla nenesena myší 
primární monoklonální protilátka s afinitou k polyhistidinové kotvě, která interagovala se sekundární 
protilátkou Anti-Mouse IgG konjugovanou s peroxidázou. Chemiluminescence byla snímána 
na přístroji Amersham Imager 680. Výsledek imunodetekce je zachycen na obrázku 5.2.2. 
Starty 1 a 13 obsahovaly proteinový žebříček (10-250 kDa). Do startů 2-11 byly naneseny vzorky 
kontrol K 2 - K 3 - K 4 - K 5 - K 6 a elucí E1-E2-E3-E4 a E5. Do startu 12 byla nanesena pozitivní 
kontrola - protein p53 s polyhistidinovou kotvou. 
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Žebříček K2 K3 K4 K5 K6 E l E2 E3 E4 E5 p53 

Obrázek 5.2.1: Gel po odbarvení barviva Coomassie Blue odbarvovacím roztokem Destain. Start 1 obsahuje 
proteinový řebříček 10-250 kDa, start 2 obsahuje vzorek kontroly po indukci, starty 3-6 obsahují vzorky kontrol 
K3, K4, K5 a K6 odebrané ze supernatantů v průběhu izolace proteinu, starty 7-11 obsahují vzorky elucí El, E2, 
E3, E4 a E5 a start 12 obsahuje protein p53 s 9 kDa histidinovou kotvou jako pozitivní kontrolu. 

I " l : l ) . i 

Obrázek 5.2.2: Nitrocelulózová membrána po imunodetekci. Starty 1 a 13 obsahují proteinový řebříček 
10-250 kDa, start 2 obsahuje vzorek kontroly po indukci, starty 3-6 obsahují vzorky kontrol K3, K4, K5 a K6 
odebrané ze supernatantů v průběhu izolace proteinu, starty 7-11 obsahují vzorky elucí El, E2, E3, E4 a E5 
a start 12 obsahuje protein p53 s 9 kDa histidinovou kotvou jako pozitivní kontrolu. 
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Snímky gelu i membrány potvrzují přítomnost proteinu IFI16 s 9kDa polyhistidinovou kotvou 
o celkové molekulové hmotnosti přibližně 97 kDa v elucích 2 až 5. Menší signál na nitrocelulózové 
membráně byl zaznamenán u těchto vzorků i v oblastech, které svou molekulovou hmotností 
odpovídají hmotnosti proteinu p53 s navázanou histidinovou kotvou (přibližně 62 kDa). 
Je nepravděpodobné, že by se jednalo o protein p53, protože izolovaný protein IFI16 byl exprimován 
v bakteriálním expresním systému, ve kterém nedochází k samovolné syntéze eukaryotních proteinů 
a transformovaný vektor pET15b obsahoval pouze vektor pro tvorbu proteinu IFI16 bez koexprese 
s proteinem p53. V případě koexprese by musel být rovněž detekován výrazně vyšší signál v oblastech 
odpovídající svou molekulovou hmotností proteinu p53 s polyhistidinovou kotvou i u drahách 
ostatních vzorků. Při porovnání snímku odbarveného gelu (Obrázek 5.2.1) se snímkem nitrocelulózové 
membrány (Obrázek 5.2.2) jsou na gelu vidět bandy odpovídající svým umístěním signálům 
detekovaným na membráně, ale lze pozorovat i přítomnost další fragmentů, jejichž molekulová 
hmotnost odpovídá dle poloh bandu přibližně 25 kDa. Tyto fragmenty neobsahovaly polyhistidinovou 
kotvu, na kterou by se vázala primární protilátka, a tudíž nebyly detekovány na membráně 
po imunodetekci. V průběhu izolace a další úpravy vzorků, tak pravděpodobně docházelo 
k fragmentaci proteinu plné délky na fragmenty nejčastěji o délce přibližně 25 a 65 kDa. Při srovnání 
intenzity jednotlivých signálů na membráně po imunodetekci (Obrázek 5.2.2) je vidět, že s klesající 
koncentrací proteinu plné délky o molekulové hmotnosti kolem 97 kDa, roste koncentrace fragmentů, 
která se zvyšovala s každou odebranou elucí, přičemž nej vyšší koncentrace proteinu IFI16 plné délky, 
na základě signálů detekovaných na nitrocelulózové membráně, dosáhl vzorek eluce 2 (E2), který 
rovněž obsahoval minimální množství fragmentů. Naopak vzorek eluce 5 (E5) obsahoval převážně 
proteinový fragment o molekulové hmotnosti přibližně 65 kDa a protein IFI16 plné délky s fúzovanou 
kotvou (97 kDa) nebyl detekován. Ve vzorku eluce 1 (El) nebyly detekovány proteiny 
ani na nitrocelulózové membráně, ani na gelu po odbarvení, což znamená, že eluce obsahovala 
převážně zbytky promývacího pufru a protein IFI16 byl přítomen pouze v nízké koncentraci. 

Jak bylo již zmíněno, byly v průběhu lýze buněk a izolace proteinu IFI16 odebírány kontroly 
z roztoků supernatantů kvůli zjištění uvolňování a ztrát izolovaného proteinu z bakteriální kultury. 
Na obrázku 5.2.1 jsou detekovány proteiny v kontrolách K3 až K6, tedy s výjimkou kontroly 
po indukci K2. Absence proteinu mohla být způsobena nevhodnou přípravou vzorku, který byl před 
PAGE-SDS separací ředěn ultračistou vodou z důvodu předpokladu vysoké koncentrace proteinů 
ve vzorku nebo tím, že kultura neuvolňovala do prostředí média proteiny a neobsahovala lyžované 
buňky. Kontroly K3 a K4 obsahovaly velké množství proteinů, které se projevily jako více bandu 
v rozsahu celé délky žebříčku, tedy o molekulových hmotnostech v rozmezí hodnot 10-250 kDa. 
Kontroly K5 a K6 již obsahovaly výrazně menší zastoupení bandu, a to převážně v oblastech 
odpovídající molekulovým hmotnostem 25, 70 a 100 kDa, tedy molekulovým hmotnostem 
odpovídajícím proteinu IFI16 a jeho případným fragmentům. Je zajímavé, že na nitrocelulózové 
membráně nebyly v kontrolách detekovány žádné proteiny. Při srovnání intenzity bandu na barveném 
gelu je však jasně vidět, že bandy značící přítomnost proteinů v kontrolách jsou výrazně slabší než 
bandy v elucích, takže je možné, že signál byl natolik slabý, že nebyl přístrojem detekován. 

Aby bylo možné sledovat vazbu proteinu IFI16 na D N A při vazebných experimentech, bylo třeba 
stanovit přesnou koncentraci proteinu IFI16 ve vzorcích elucí. Stanovení koncentrace proteinu IFI16 
bylo provedeno spektrofotometricky metodou podle Bradfordové. Vzorky elucí i připravených 
kalibračních roztoků hovězího sérového albuminu v elučním pufru byly smíchány s roztokem 
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Bradfordova činidla a přeneseny na 96jamkovou titrační destičku ve dvou opakováních. 
Po lOminutové inkubaci při laboratorní teplotě byla koncentrace proteinu IFI16 ve vzorcích elucí 
stanovena přímo přístrojem Hybrid Reader. Výsledné stanovení koncentrací je uvedeno 
v tabulce 5.2.1. 

Tabulka 5.2.1: Výsledky spektrofotometrického stanoveni koncentrace proteinu IFI16 ve vzorcích eluct metodou 
podle Bradfordové. 

Vzorek Koncentrace proteinu IFI16 [g-11] 
Eluce 1 (El) < 0,020 
Eluce 2 (E2) 0,575 
Eluce 3 (E3) 0,623 
Eluce 4 (E4) 0,335 
Eluce 5 (E5) < 0,020 

Přestože snímky gelu po odbarvení (Obrázek 5.2.1) a nitrocelulózové membrány (Obrázek 5.2.2) 
předpovídaly nejvyšší koncentraci proteinu IFI16 ve vzorku eluce 2, byla nejvyšší koncentrace 
naměřena u vzorku eluce 3, a to 0,623 g ľ 1 . Koncentrace proteinu ve vzorku eluce 2 byla stanovena 
na 0,575 g ľ 1 , což se příliš neliší od koncentrace vzorku eluce 3. Poslední vzorek eluce, který 
na membráně i gelu vykazoval přítomnost proteinu použitelného při in vitro experimentech, 
byl vzorek eluce 4, jehož koncentrace byla stanovena na 0,335 g ľ 1 , což je výrazně méně oproti dvěma 
předešlým elucím. Koncentrace vzorků elucí 1 a 5 byly stanoveny pod limitem detekce přístroje, 
a proto nebyly při dalších experimentech použity. 

5.3 Studium vazby proteinu IFI16 na DNA in vitro 
Vazba proteinu IFI16 k hybridizovaným oligonukleotidům s potenciálem tvorby G-kvadruplexu 
in vitro byla studována s využitím elektroforetického testu posunu mobility (EMSA) v třivrstvém 
polyakrylamidovém gelu s přídavkem 50 mmolT"1 KC1. Kompetitivní vazebné experimenty byly 
založeny na kompetici hybridizovaných neznačených oligonukleotidů s fluorescenčně značeným 
oligonukleotidem K S H V (Tabulka 4.1.2), který formuje strukturu G4cvadruplexu, jak prokázaly 
výsledky měření cirkulárního dichroismu (Obrázek 5.1.2). Aby bylo možné sledovat kompetici 
a vazebné vlastnosti jednotlivých oligonukleotidů, bylo nutné nejprve provést vazebné experimenty 
za účelem stanovení vhodného molárního poměru proteinu a fluorescenčně značené DNA, kdy bude 
docházet k vazbě proteinu na D N A a koncentrace proteinu IFI16 ve vzorku bude dostačující 
k případné interakci s molekulou kompetitoru i značeného G4 KSFTV. 

5.3.1 Vazebné experimenty 
Vazebné experimenty byly realizovány pro vzorky elucí, které na základě spektrofotometrického 
stanovení dosahovaly nejvyšších koncentrací proteinu. Na obrázku 5.3.1 jsou znázorněny výsledky 
separací vzorků tří vybraných elucí, a to konkrétně eluce 2 (starty 2-5), eluce 3 (starty 7-10) 
a eluce 4 (starty 12-15). Hybridizovaný fluorescenčně značený oligonukleotid KSFTV byl smíchán 
s proteinem IFI16 z jednotlivých elucí vmolárním poměru DNA:protein 1:0 (starty 1, 6 a 11), 
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1:1 (starty 2, 7 a 12), 1:2 (starty 3, 8 a 13), 1:4 (starty 4, 9 a 14) a 1:8 (starty 5, 10 a 15) a vzniklé 
komplexy byly separovány vertikální elektroforézou v třívrstvém polyakrylamidovém gelu. 

Jestliže dochází k interakci proteinu IFI16 s fluorescenčně značeným oligonukleotidem K S H V , 
projeví se tato vazba úbytkem volné D N A a tvorbou komplexu DNA:protein, který migruje 
do prostředí gelu [323]. U vzorků všech tří elucí byl pozorován úbytek volné D N A s rostoucí 
koncentrací proteinu, což ukazuje na schopnost proteinu vázat motiv G-kvadruplexu. Specifická 
vazba proteinu IFI16 na molekulu G-kvadruplexu dokazuje, že v průběhu izolace a následné 
purifikace proteinu nedošlo k narušení jeho vazebných vlastností. U vzorků elucí 2 a 3 byly 
pozorovány vznikající komplexy, které migrovaly do prostředí gelu, které ovšem chybí u vzorků 
eluce 4 s nejnižší stanovenou koncentrací proteinu v elucí (0,335 g ľ 1)- S rostoucí koncentrací proteinu 
IFI16 ve vzorcích nanesených na gel, roste molární hmotnost komplexů DNA:protein, 
což je možné pozorovat snížením mobility vznikajících komplexů. Při srovnání migrace komplexů 
vzorků v eluci 2 a 3 je vidět, že vzniklé komplexy obou elucí migrují stejně a drobné rozdíly jsou 
pravděpodobně způsobeny mírně odlišnou výškou vrchní vrstvy gelu, kde nejnižší koncentrace 
akrylamidu (4 %) poskytuje nejvhodnější prostředí k rychlé separaci vysokomolekulárních komplexů. 

U vzorků všech elucí byly pozorovány komplexy zachycené ve startech gelu. Tyto 
vysokomolekulárni komplexy jsou způsobeny kooperativní vazbou proteinu IFI16 na molekulu D N A 
indukovanou oligomerizací proteinu IFI16 prostřednictvím PYRTN domény. Přestože byla u PYRTN 
domény pozorována rovněž omezená schopnost vazby na D N A [49], dochází v tomto případě k vazbě 
DNA-vazebnými HIN doménami, a to prostřednictvím jejich vysoce konzervovaných OB záhybů 
schopných vázat oligonukleotidové a oligosacharidové řetězce [46]. K oligomerizací proteinu IFI16 
prostřednictvím PYRTN domény nedochází pouze během in vitro vazebných experimentů. V buňce 
zprostředkovává PYRTN doména interakce s dalšími molekulami proteinů během řízení vrozené 
imunitní odezvy za vzniku homo- a heterodimerů, jejichž tvorba indukuje kooperativní sestavení 
vláken a aktivaci signálních drah [6]. 

Vzorky všech tří elucí vykazovaly mírný úbytek volné D N A a tvorbu komplexu DNA:protein 
již při molárním poměru 1:1. K prokazatelně vyššímu úbytku volné D N A došlo při molárním poměru 
DNA:protein 1:2 a při molárním poměru DNA:protein 1:4 bylo pozorováno úplné vymizení volné 
DNA, což ukazuje na vysokou specifičnost vazby proteinu ke struktuře G-kvadruplexu. Stejného 
poměru DNA:protein, kdy došlo k vymizení veškeré volné DNA, bylo dosaženo již v předešlé studii, 
která odhalila vazebnou preferenci proteinu IFI16 ke strukturám G-kvadruplexů obsažených 
v sekvencích odvozených z sekvence lidské telomerické D N A hTEL a promotoru genu MY C [97], 
a která je v současné době jedinou publikovanou studií zabývající se interakcemi proteinu IFI16 plné 
délky s rozdílnými strukturami D N A (včetně struktur G-kvadruplexů) in vitro. 

Na základě výsledkům vazebných experimentů, nejvyšší stanovené koncentraci (0,623 gT 1) 
a minimálnímu množství fragmentů pozorovaných na nitrocelulózové membráně (Obrázek 5.2.2) 
a gelu po odbarvení barviva Coomassie Blue (Obrázek 5.2.1) byl pro další studium vazby proteinu 
IFI16 na D N A in vitro vybrán vzorek eluce 3 (E3) v molárním poměru DNA:protein 1:4. 
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Eluce A Eluce2 B Eluce3 C Eluce4 

IFI16 

DNA:IFI16 1: 0 1 2 4 8 0 1 2 4 8 0 1 2 4 8 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Obrázek 5.3.1: Vazebné experimenty proteinu IFI16 v nativním polyakrylamidovém gelu. Snímky byly pořízeny 
z různých gelů. Spodní šipka označuje výskyt volné DNA. Horní šipka značí místo výskytu komplexu DNA-
protein. Starty 1, 6 a 11 obsahují volnou DNA (fluorescenčně značený oligonukleotid KSHV) bez proteinu. 
(A) Starty 2-5 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu IFI16 z eluce 2 v molárních poměrech 
DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. (B) Starty 7-10 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu IFI16 z eluce 3 
v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. (C) Starty 12-15 obsahují DNA s rostoucí koncentrací 
proteinu IFI16 z eluce 4 v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. 

5.3.2 Kompetitivní vazebné experimenty 
Princip kompetitivních vazebných experimentů spočívá v interakci kompetitivní a fluorescenčně 
značené molekuly D N A s vybraným proteinem a následné separaci vzniklých komplexů v prostředí 
gelu. Pokud jsou na snímcích gelů po separaci přítomny bandy volné fluorescenčně značené DNA, 
dochází k interakci kompetitoru se studovaným proteinem. Jestliže je intenzita fluorescence volné 
D N A vzorků obsahující kompetitor (starty 3-7) shodná s intenzitou vzorku bez kompetitoru (starty 2), 
nedochází k vazbě proteinu na kompetitor, nebo je vazba příliš slabá, aby se projevila v rámci 
sledovaného rozsahu koncentrací kompetitoru. 

Ke vzorkům fluorescenčně značeného hybridizovaného oligonukleotidu K S H V a proteinu IFI16 
vmolárním poměru 1:4 byly přidány 0,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 a 25,0 pmol hybridizovaných vzorků 
kompetitoru P U M A , K S H V , KSHV- lno , KSHV-2no, KSHV-3no, KSHV-Mutl .O, KSHV-Mut l .5 , 
KSHV-Mut2.0 a Random-22 bez fluorescenčního značení. Rovněž byly připraveny vzorky 
fluorescenčně značené D N A bez proteinu a kompetitoru (starty 1) a fluorescenčně značené D N A 
s proteinem, bez přítomnosti kompetitoru (starty 2). Vzorky byly inkubovány a následně separovány 
vertikální elektroforézou v prostředí tnvrstvého polyakrylamidového gelu. 

Na obrázku 5.3.2 jsou zobrazeny snímky gelů s kompetitory P U M A (Obrázek 5.3.2 A) 
a Random-22 (Obrázek 5.3.2 B). Jak je vidět, ani jeden z kompetitoru nevykazuje specifickou 
interakci s proteinem IFI16. Absence volné D N A u vzorků obsahujících protein a přítomnost pásů 
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ukazuje u obou kompetitorů pouze na interakci proteinu IFI16 s molekulou fluorescenčně značeného 
K S H V . Tyto výsledky potvrzují předpoklad, že sekvence P U M A a Random-22 nejsou schopny tvořit 
motiv G-kvadruplexu, jak bylo predikováno na základě bioinformatické analýzy (viz Tabulka 4.1.2) 
a výsledků CD spektroskopie (viz Obrázek 5.1.1 a 5.1.9). Při srovnání intenzity pásů v oblasti 
předpokládaného výskytu volné D N A byla u kompetitorů P U M A pozorována vyšší intenzita 
fluorescence, než u kompetitorů Random-22. Zvyšující se intenzita fluorescence v dráze 7 obsahující 
nejvyšší koncentraci kompetitorů P U M A (25 pmol) ukazuje na možnou nespecifickou vazbu proteinu 
k D N A nebo slabší specifickou vazbu k j iné než G-kvadruplexové struktuře, jako např. ke struktuře 
palindromu (vlásenky) u níž byla v předešlé studii IFI16 IFI16 Preferentially Binds 
to DNA with Quadruplex Structure and Enhances DNA Quadruplex Formation prokázána 
vyšší preference vazby protein IFI16 než k dsDNA [97]. Sled bází sekvence ssDNA 
P U M A (5-3': CTGCAAGTCCTGACTTGTCC) teoreticky umožňuje tvorbu struktury palindromu 
skratkou smyčkou (komplementární sekvence oligonukleotidu jsou naznačeny červeně). Vzhledem 
k povaze kompetitivních vazebných experimentů je ovšem tvorbu komplexů proteinu IFI16 
se strukturou palindromu těžké prokázat a bylo by vhodné tuto hypotézu ověřit na základě vazebných 
experimentů s fluorescenčně značeným oligonukleotidem P U M A . 

Kompetitor 

[pmol] 

KSHV 

IFI16 

PUMA 

7,5 10,0 

Randoni-22 

5,0 7,5 10.0 15,0 25,0 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 

Obrázek 5.3.2: Kompetitní vazebný experiment v nativním polyakrylamidovém gelu s fluorescenčně značeným 
oligonukleotidem KSHV a sekvencí oligonukleotidu (A) PUMA a (B) Random-22. 

Na obrázku 5.3.3 jsou zobrazeny snímky gelů po separaci vzorků obsahující kompetitory 
KSHV- lno (Obrázek 5.3.3 A) a KSHV-2no (Obrázek 5.3.3 B). Na snímcích obou gelů jsou přítomny 
bandy volné DNA. Intenzita fluorescence volné D N A roste s koncentrací přidaného kompetitorů, 
což ukazuje na vazbu proteinu IFI16 k utvořeným strukturám G-kvadruplexů. K interakci proteinu 
IFI16 s kompetitory KSHV- lno a KSHV-2no dochází již po přídavku 5 pmol kompetitorů (dráhy 3). 
Při srovnání intenzity fluorescence volné D N A vzorků s nejvyšším zvoleným přídavkem kompetitorů 
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(25 pmol) je pozorována vyšší intenzita signálu u oligonukleotidu KSHV- lno oproti KSHV-2no, 
což naznačuje vyšší preferenci proteinu vázat se ke kompetitoru KSHV- lno a možnou tvorbu 
stabilnější struktury G-kvadruplexu oligonukleotidem KSHV- lno , čemuž odpovídají i výsledky 
měření cirkulárního dichroismu, kdy oligonukleotid KSHV- lno (Obrázek 5.1.3) hybridizovaný 
v prostředí lOOmmolT1 KC1 dosahoval vyšších hodnot molárního absorpčního koeficientu 
než KSHV-2no (Obrázek 5.1.4) ve stejném pufru. 

kompetitor A KSHV-1NO B KSHV-2NO 

[pmol] - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 

KSHV + + + + + + + + + + + + + + 

IFI16 - + + + + + + - + + + + + + 

i • 1 1 1 1 : H M n ľ ' ' • 

• • • m m « . m • 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 

Obrázek 5.3.3: Vazebný experiment v nativním polyakrylamidovém gelu s fluorescenčně značeným 
oligonukleotidem KSHV a sekvencí oligonukleotidu (A) KSHV-lno a (B) KSHV-2no. 

Na obrázku 5.3.4 jsou zobrazeny snímky gelů po separaci vzorků s kompetitory KSHV-3no 
(Obrázek 5.3.4 A) a KSHV-Mut2.0 (Obrázek 5.3.4 B). Na snímku gelu s kompetitorem KSHV-3no 
nejsou v drahách obsahující kompetitor (starty 3-7) přítomny bandy volné DNA, což ukazuje 
na vazbu proteinu IFI16 pouze k motivu G-kvadruplexu hybridizovaného oligonukleotidu KSHV. 
Rovněž tyto výsledky naznačují, že kompetitor KSHV-3no neformuje strukturu G-kvadruplexu, 
se kterou by protein IFI16 specificky interagoval. Absence struktury G-kvadruplexu u oligonukleotidu 
KSHV-3no byla potvrzena rovněž měřením cirkulárního dichroismu (viz Obrázek 5.1.5), 
a to jak v prostředí obsahující draselné ionty, tak v prostředí čisté Tris-HCl bez draselných iontů. 
Oproti tomu oligonukleotid KSHV-Mut2.0, který na základě výsledků měření cirkulárního dichroismu 
formuje v prostředí lOOmmolT1 KC1 hybridní strukturu G-kvadruplexu, vykazoval vazbu k proteinu 
IFI16 již pří 5pmol přídavku kompetitoru (dráha 3), což se projevilo přítomností bandu volné DNA. 
Intenzita fluorescence volné D N A roste úměrně s rostoucím obsahem kompetitoru a ukazuje 
na specifickou interakci s motivem G4 hybridizovaného oligonukleotidu KSHV-Mut2.0. 
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KompetitOľ A KSHV-3NO B KSHV-Mut2.0 

[pmol] - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 

KSHV + + + + + + + + + + + + + + 

IFI16 - + + + + + + - + + + + + + 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 

Obrázek 5.3.4: Vazebný experiment v nativním polyakrylamidovém gelu s fluorescenčně značeným 
oligonukleotidem KSHV a sekvencí oligonukleotidu (A) KSHV-3NO a (B) KSHV-Mut2.0. 

Na obrázku 5.3.5 jsou zobrazeny snímky gelů po separaci vzorků s kompetitory KSHV-Mutl .O 
(Obrázek 5.3.5 A) a KSHV-Mut l .5 (Obrázek 5.3.5 B). Na snímcích obou gelů jsou přítomny bandy 
volné DNA, kdy intenzita fluorescence volné D N A roste úměrně s množstvím přidaného kompetitoru. 
Tyto výsledky ukazují stejně jako v případě kompetitoru KSHV-1 no, KSHV-2no a KSHV-Mut2.0 
na tvorbu sekundární struktury G-kvadruplexu interagující s proteinem IFI16. Protein IFI16 
vykazoval, stejně jako v případě kompetitoru K H V - l n o , KSHV-2no a KSHV-Mut2.0, vazbu 
ke kompetitorům KSHV-Mutl .O i KSHV-Mutl .5 již po přídavku 5 pmol D N A kompetitoru (dráhy 3). 
Při srovnání intenzity fluorescence bandu volné D N A je vyšší signál detekován v případě kompetitoru 
KSHV-Mutl .O, což ukazuje na možnou tvorbu preferenční vazbu proteinu IFI16 a tvorbu stabilnější 
struktury G-kvadruplexu tímto kompetitorem. Intenzita fluorescence na základě vizuálního srovnání 
byla dokonce vyšší, než u kompetitoru KSHV-Mut2.0, který na základě bioinformatické analýzy 
vykazoval nej vyšší potenciál pro tvorbu G-kvadruplexu {G4Hunter skóre 1,591) ze všech 
tří kompetitoru vzniklých na základě mutací původní sekvence K S H V programem G4 Killer 
(Tabulka 4.1.2). Přítomnost struktur G-kvadruplexů kompetitoru KSHV-Mutl .O a KSHV-Mut l .5 byla 
potvrzena i na základě biofyzikálni charakterizace. Metodou cirkulárního dichroismu byla 
u oligonukleotidu KSHV-Mutl .O v přítomnosti draselných iontů potvrzena tvorba paralelní strukturu 
G4 (Obrázek 5.1.6) a u KSHV-Mutl .5 tvorba antiparalelní struktury G-kvadruplexu 
(Obrázek 5.1.7). 
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KSHV-Mutl.O B KSm-Mutl.5 

5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 

+ + + + + + + + + + + + + + 

- + + + + + + — + + + + + + 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 

Obrázek 5.3.5: Vazebný experiment v nativním polyakrylamidovém gelu s fluorescenčně značeným 
oligonukleotidem KSHVa sekvencí oligonukleotidu (A) KSHV-Mutl.O a (B) KSHV-Mutl.5. 

Na obrázku 5.3.6 je zobrazen snímek gelu po separaci vzorků s kompetitorem K S H V 
bez fluorescenčního značení, který sloužil jako pozitivní kontrola. Stejně jako v případě kompetitorů 
KSHV-lno , KSHV-2no, KSHV-Mutl .O, KSHV-Mutl .5 a KSHV-Mut2.0 docházelo k vazbě proteinu 
IFI16 ke kompetitorů K S H V již po přídavku 5 pmol a intenzita volné D N A rostla se zvyšujícím 
se množstvím kompetitorů. 

Kooipetitor KSHV 

[pniol| - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 

KSHV + + + + + + + 

IFI16 - + + + + + + 

1 2 3 4 5 6 7 

Obrázek 5.3.6: Vazebný experiment v nativním polyakrylamidovém gelu s fluorescenčně značeným 
oligonukleotidem KSHV a sekvencí oligonukleotidu KSHV bez fluorescenčního značení jako kompetitorů. 

Kompetitor A 

[pmol] 

KSHV 

IFI16 
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Biofyzikálni charakterizace sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu v prostředí draselných 
iontů odhalila tvorbu různých topologií G-kvadruplexu. Zatímco u KSHV- lno , KSHV-2no 
a KSHV-Mutl .O docházelo k tvorbě paralelní struktury G4, oligonukleotid KSHV-Mut l .5 tvořil 
strukturu antiparalelního G4 a KSHV-Mut2.0 motiv hybridního G-kvadruplexu. Ke zjištění vazebných 
preferencí proteinu IFI16 k různým topologiím D N A byla s využitím programu ImageJ provedena 
denzitometrická analýza signálu volné DNA. Výsledky denzitometrické analýzy jsou uvedeny 
v tabulce 5.3.1 Intenzita fluorescence volné D N A stanovená u vzorků obsahující kompetitor byla 
přepočtena na procentový podíl signálu volné D N A bez proteinu ve dvou opakováních. 

Tabulka 5.3.1: Denzitometrická analýza vazby proteinu IFI16 k sekvencím s rozdílným potenciálem tvorby 
G-kvadruplexu in vitro. Byly stanoveny průměrné hodnoty procentového zastoupení intenzity fluorescence volné 
DNA ze dvou opakování a vypočteny příslušné směrodatné výběrové odchylky. 

Intenzita fluorescence volné DNA [%] 
Kompetitor [pmol] 0,0 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 
PUMA 28 ± 4 22 ± 2 22 ± 3 20 ± 8 25 ± 15 33 ± 8 
Random-22 17 ± 12 17 ± 14 17 ± 12 16 ± 10 25 ± 0 26 ± 8 

KSHV 1 6 ± 5 18 ± 3 27 ± 14 26 ± 9 51 ± 3 0 59 ± 2 0 

KSHV-lno 1 6 ± 2 25 ± 2 42 ± 6 54 ± 13 74 ± 5 84 ± 10 

KSHV-2no 11 ± 5 32 ± 16 25 ± 1 35 ± 0 47 ± 3 66 ± 2 

KSHV-3no 9 ± 4 7 ± 3 9 ± 5 11 ± 4 12 ± 9 10 ± 9 

KSHV-Mutl.O 22 ± 9 44 ± 15 52 ± 10 55 ± 2 1 79 ± 2 2 92 ± 8 
KSHV-Mutl.5 19 ± 8 32 ± 4 33 ± 3 41 ± 5 56 ± 4 71 ± 17 

KSHV-Mut2.0 22 ± 1 38 ± 14 42 ± 9 55 ± 13 79 ± 2 8 102 ± 12 

Nej nižší vazba proteinu IFI16 k D N A byla pozorována u sekvence KSFÍV-3no a poté Random-22 
a P U M A . Zatímco u kompetitorů KSHV-3no a Random-22 dosahovala intenzita fluorescence 
přibližně konstantní hodnoty, u kompetitorů P U M A byl zaznamenán mírný nárůst intenzity 
fluorescence způsobený možnou vazbou proteinu IFI16 k DNA, jak bylo diskutováno výše. Vyšší 
nárůst intenzity fluorescence volné D N A dosahovaly vzorky kompetitorů, u nichž docházelo 
k formování struktury G-kvadruplexu (KSHV-lno, KSHV-2no, KSHV-Mutl .O, KSHV-Mutl .5 
a KSHV-Mut2.0). Nejvyšší nárůst intenzity volné D N A byl stanoven u sekvence KSHV-Mut2.0, která 
na základě analýzy CD spektroskopie v přítomnosti draselných iontů formuje hybridní strukturu 
G4 a dále pak u KSHV-Mutl .O a KSHV-lno , které mohou tvořit paralelní struktury G4. Nižší nárůst 
volné D N A byl stanoven u KSHV-Mut l .5 , který se potenciálně formuje do antiparalelní struktury 
G4 a dále KSHV-2no s možnou paralelní strukturou G-kvadruplexu. Výsledky nevykazují preferenční 
vazbu proteinu IFI16 k jedné topologii G-kvadruplexu. Výsledné srovnání komplikují vyšší stanovené 
výběrové odchylky a nejednotná počáteční intenzita fluorescence volné D N A bez kompetitorů. 

Aby bylo možné regulérně srovnat vazebné vlastnosti proteinu IFI16 k jednotlivým strukturám 
D N A a různým konformacím G-kvadruplexů, byl proveden kompetitivní vazebný experiment všech 
analyzovaných sekvencí v prostředí třívrstvého polyakrylamidového gelu s obsahem 50 mmolT"1 KC1 
ve třech opakováních. Na obrázku 5.3.7 je zobrazen snímek gelu po separaci vzorků. Dráha 1 obsahuje 
fluorescenčně značený oligonukleotid K S H V bez kompetitorů a proteinu IFI16. Dráha 2 obsahuje 
fluorescenčně značený oligonukleotid s proteinem IFI16 v molárním poměru 1:4 stanoveném 
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na základě vazebných experimentů. Dráhy 3-11 obsahují fluorescenčně značený oligonukleotid 
K S H V s proteinem IFI16 v molárním poměru 1:4 a přídavkem 25 pmol kompetitoru - P U M A 
(dráha 3), pozitivní kontroly K S H V bez fluorescenčního značení (dráha 4), KSHV- lno (dráha 5), 
KSHV-2no (dráha 6), KSHV-3no (dráha 7), KSHV-Mutl .O (dráha 8), KSHV-Mutl .5 (dráha 9), 
KSHV-Mut2.0 (dráha 10) a negativní kontroly Random-22 (dráha 11). Výsledky srovnávacího 
kompetitivního experimentu potvrzují výsledky jednotlivých separací, tedy že s výjimkou sekvencí 
P U M A , KSHV-3no a Random-22 dochází k vazbě proteinu IFI16 k utvořeným strukturám 
kompetitoru. 

KSHV 

Konipetitor [25 pmol] 

IFIlfi 

KSHV-
lno 

KSHV-
2no 

KSHV-
3110 

KSHV-
Mutl.O 

KSHV-
Mutl.5 

KSHV-
Mut2.0 

Rnii í lo in 

22 

Komplex 
DNA-pi'oteiu 

Volná DNA 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Obrázek 5.3.7: Srovnání vazby proteinu IFI16 k jednotlivým sekvencím kompetitoru s různým potenciálem 
tvorby G-kvadruplexu in vitro 

Stejně jako v případě vzorků obsahující jednotlivé kompetitory, byla i pro srovnávací experiment 
provedena denzitometrická analýza intenzity volné DNA. Stanovené intenzity fluorescence volné 
D N A s příslušnými směrodatnými výběrovými odchylkami jsou vyneseny v obrázku 5.3.8. Vzorek 
bez kompetitoru dosahuje očekávaně nejnižší hodnoty intenzity fluorescence (26 ± 4 % ) . Signál 
fluorescence roste s kompetitory P U M A (32 ± 12 %), Random-22 (33 ± 2 %), KSHV-3no (41 ± 7 %), 
K S H V (74 ± 1 1 % ) , KSHV- lno (76 ± 0 %), KSHV-2no (78 ± 8 %), KSHV-Mutl .O (80 ± 8 % ) , 
KSHV-Mutl .5 (81 ± 8 %) a KSHV-Mut2.0 (82 ± 2 %). 

Výsledky vazebných a kompetitivních vazebných experimentů ukazují, že ačkoliv protein IFI16 
váže specificky struktury G-kvadruplexů i při velmi nízkých koncentracích G4 ve vzorku, nemá 
konformace nebo podíl intra- nebo intermolekulárních struktur G-kvadruplexů vliv na vazebné 
vlastnosti proteinu, protože intenzity fluorescence volné D N A byly podobné u všech kompetitoru, 
u kterých docházelo k tvorbě motivu G-kvadruplexu (KSHV, KSHV- lno , KSHV-2no, KSHV-Mutl .O, 
KSHV-Mutl .5 a KSHV-Mut2.0) bez rozdílu na biofyzikálni charakterizaci konformace G4. 
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Obrázek 5.3.9: Denzitometrická analýza srovnávacího kompetitivního vazebného experimentu proteinu IFI16 
a sekvencí s rozdílným potenciálem tvorby G-kvadruplexu in vitro. 

Protein IFI16 váže D N A prostřednictvím DNA-vazebných HIN domén obsahující dva vysoce 
konzervované OB záhyby schopné asociovat s oligonukleotidovými a oligosacharidovými řetězci [46]. 
Již dříve bylo prokázáno, že protein IFI16 upřednostňuje vazbu na tzv. nadšroubovicovou D N A oproti 
lineární D N A stejné sekvence [14]. Výsledky všech in vitro vazebných experimentů jsou v souladu 
s výsledky dosaženými v článku Hároníkové [97] kde byly zkoumány vazebné vlastnosti proteinu plné 
délky k různým strukturám DNA. Protein IFI16 vykazuje rostoucí vazebné preference od ssDNA, 
dsDNA, křížových struktur až po specifickou vazbu k motivům G-kvadruplexu. Preference vazby 
proteinu IFI16 ke strukturám G-kvadruplexů byla pozorována i v rámci dvou molekul 
nadšroubovicové DNA, kdy protein IFI16 upřednostňuje vazbu na molekulu nadšroubovicové D N A 
nesoucí motiv G-kvadruplexu [97]. Preference vazby proteinu k nadšroubovicové (supercoiled) D N A 
a strukturám G-kvadruplexu souvisí s biologickou funkcí proteinu, který v buňce snímá cizorodou 
nebo poškozenou D N A a indukuje aktivaci signálních drah a řízení vrozené imunitní odpovědi [6]. 
U kompetitorů P U M A , KSHV-3no a Random-22 docházelo pouze k slabé vazbě proteinu IFI16, která 
se projevila intenzitou fluorescence volné D N A ve vzorku daného kompetitorů odpovídající intenzitě 
fluorescence volné D N A bez přídavku kompetitorů. Vzhledem k charakteru kompetitivních vazebných 
experimentů není možné přesně určit míru interakce proteinu IFI16 s uvedenými kompetitory. 
Ke stanovení vazebných preferencí proteinu IFI16 k těmto sekvencím by bylo vhodné použít 
fluorescenčně značené kompetitory nebo provést vazebné experimenty bez fluorescenčně značené 
D N A následované imunoblotovou analýzou, jako to bylo pří studiu vazby proteinu IFI16 
na ssVACV70mer a dsVACV70mer [34]. Dřívější studie potvrdily vazbu proteinu IFI16 na ssDNA 
i dsDNA [10, 34, 97] prostřednictvím elektrostatických interakcí mezi kladně nabitými postranními 
řetězci aminokyselin a záporně nabitou cukr-fosfátovou kostrou D N A [13]. 
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5.4 Studium interakce proteinu IFI16 s DNA v jednohybridním kvasinkovém 
systému 

Interakce proteinu IFI16 s D N A in vivo byla studována v jednohybridním kvasinkovém reportérovém 
systému na základě změny transaktivačního potenciálu proteinu p53. Isogenní kmeny geneticky 
modifikovaných kvasinek 5. cerevisiae lišících se sekvencemi responzivních elementů v promotorové 
oblasti reportérového genu UJCI (gen kódující luciferázu odvozený od Photinus pyralis [347, 353]) 
byly připraveny v rámci předešlých prací Rozpoznávání strukturních motivů a virové DNA proteinem 
IFI16 a Využití kvasinkového isogenního systému ke studiu vazby proteinu IFI16 na DNA metodou 
Delitto Perfetto. 

Klonované sekvence responzivních elementů byly navrženy tak, aby vykazovaly rozdílný 
potenciál tvorby G-kvadruplexu (Tabulka 4.1.1). V posledních několika letech byl prokázán 
významný regulační vliv G-kvadruplexů během fundamentálnch buněčných procesů (replikace, 
transkripce, translace) a jejich přítomnost v klíčových oblastech genomu (telomery, promotory 
onkogenů, virové genomy, aj.) [15-19]. Rovněž bylo prokázáno, že protein IFI16 je schopen 
nekanonické sekundární struktury G-kvadruplexů specificky vázat a svou vazbou je stabilizovat [97]. 
Přestože se již některé dřívější práce zabývaly vazbou proteinu IFI16 ke strukturám G-kvadruplexu 
in vitro [97] i vzájemnou interakcí proteinu IFI16 s nádorovým supresorem p53 in vivo [12], 
neexistuje dosud práce, která by se zabývala, vazbou proteinu IFI16 k motivu G-kvadruplexu 
v kvasinkovém expresním systému a zároveň vlivem této vazby na aktivaci transkripce indukovanou 
proteinem p53. 

Sekvence všech responzivních elementů obsahovala konsenzuální vazebné místo proteinu p53 
odvozené z promotoru genu proapoptického proteinu P U M A o délce 20 nukleotidů. Za sekvenci 
P U M A v promotoru reportérového genu byla u většiny kmenů vložena sekvence oligonukleotidu 
KSF1V nebo některá z jeho mutovaných forem. Sekvence KSF1V byla odvozena z virového genomu 
herpesviru spojeného s Kaposiho sarkomem a prokazatelně tvořila sekundární strukturu 
G-kvadruplexu a vykazovala vysoké G4Hunter skóre. Mutované sekvence P U M A - K S H V - l n o , 
PUMA-KSHV-2no a PUMA-KSHV-3no byly navrženy tak, aby nebyly schopny tvořit in vivo 
sekundární strukturu G-kvadruplexu. Sekvence PUMA-KSHV-Mut l .O, PUMA-KSHV-Mut l .5 
a PUMA-KSHV-Mut2.0 byly navrženy bioinfomaticky mutací sekvence KSF1V programem G4Killer. 
Kvasinkové kmeny byly transformovány lithium-acetátovou metodou plazmidy pro expresi proteinů 
p53, IFI16 s transaktivační doménou proteinu p53 (IFI16 TAD) a jejich vzájemnou kombinací 
s konstitutivními i inducibilními galaktózovými promotory. Pří koexpresi obou proteinů byl vždy 
jeden z plazmidových promotorů konstitutivní, aby nedocházelo k případné kompetici s druhým 
(galaktózovým) promotorem. Rovněž byly připraveny transformanty nesoucí prázdné vektory 
bez exprese proteinů. 

Vl iv proteinu IFI16 na transaktivační potenciál proteinu p53 byl sledován v leucin-tryptofan 
selektivním médiu s rafinózou (bazálni exprese proteinů) a ve stejném médiu s přídavkem 0,12 % 
galaktózy (indukovaná exprese proteinů) v časech 6 (Tě) a 24 hodin (T24) od začátku inkubace ve třech 
opakováních. Transaktivační potenciál proteinu p53 byl určen na základě naměřené intenzity 
bioluminiscence, která byla normalizována na optickou hustotu kultury a přepočtena na velikost 
účinku vůči prázdnému vektoru. Ze stanovených velikostí účinků byly vyřazeny odlehlé hodnoty 
přesahující l,5násobek interkvartilového rozpětí a celý soubor dat byl statisticky vyhodnocen. Byly 
vyneseny závislosti transaktivačního potenciálu jednotlivých transformantů a jako chybové úsečky 
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byly vyneseny směrodatné výběrové odchylky. Statisticky významné změny transaktivačního 
potenciálu proteinu p53 indukované působením proteinu IFI16 T A D při koexpresi byly určeny 
na základě výsledků Studentova t-testu vůči samotnému proteinu p53 se stejným typem promotoru. 
Kompletní výsledky rozdělené dle jednotlivých kmenů a časů TÔ i T24 jsou součástí diplomové práce 
ve formě Přílohy. V této kapitole budou prezentovány a diskutovány vzájemné vztahy a souvislosti 
mezi naměřenými výsledky a jejich biologickým významem v souvislosti s nádorovým supresorem 
p53. 

Ke srovnání vlivu proteinu IFI16 na transaktivační potenciál proteinu p53 při bazálni 
a indukované expresi proteinů bylo nutné vybrat plazmidy s vhodnou kombinací promotorů. 
Na obrázku 5.4.1 jsou vyneseny závislosti transaktivačních potenciálů proteinu p53 pro jednotlivé 
typy transformantů u kmene P U M A během bazálni i indukované exprese 24 hodin od začátku 
inkubace. Kontinuální exprese daného proteinu (K) byla zprostředkována plazmidy obsahujícími 
konstitutivní alkoholdehydrogenázový promotor. Oproti tomu plazmidy s inducibilním galaktózovým 
promotorem (GAL) indukovaly expresi daného proteinu pouze v médiu s přídavkem galaktózy. 
Stanovené velikosti transaktivačních potenciálů konstitutivně i inducibilně exprimovaného proteinu 
IFI16 se pohybovaly na úrovni transaktivačních potenciálů prázdných vektorů. Tento trend byl 
zaznamenán nejen u kmene P U M A , ale i všech ostatních kmenů v čase TÔ i T24 (viz Přílohy). 
Z výsledků vyplývá, že protein neinteraguje s dsDNA sekvence P U M A nebo nevykazuje 
transaktivační aktivitu, přestože byl fúzován s transaktivační doménou proteinu p53, která i v případě 
jedné kopie u mutovaného proteinu p53 vykazuje alespoň poloviční transaktivační potenciál oproti 
nemutovanému proteinu p53 [437]. 

Dále byly sledovány transaktivační potenciály samotného proteinu p53 s konstitutivním 
a inducibilním typem promotoru a změny při jeho koexpresi s proteinem IFI16. Transaktivační 
potenciál proteinu p53 s galaktózovým promotorem v médiu bez přídavku galaktózy dosahoval, stejně 
jako protein IFI16 s oběma typy promotorů, velikost účinku prázdných vektorů, protože buňky 
kultivované v médiu bez přídavku galaktózy neindukovaly expresi proteinu p53 s inducibilním 
promotorem. Oproti tomu v médiu s přídavkem 0,12% galaktózy vykazoval protein p53 
s inducibilním promotorem silný transaktivační potenciál sám i při koexpresi s proteinem IFI16 T A D 
(s konstitutivním promotorem). Takto volená kombinace plazmidů umožňuje základní pohled 
na interakce proteinu IFI16 s proteinem p53 a jeho vazbu k DNA, ale výsledky získané během 
inducibilní exprese nelze srovnávat s výsledky získanými bazálni expresí. Dosažené výsledky tak 
mohly být v předešlé práci Využití kvasinkového isogenního systému ke studiu vazby proteinu IFI16 
na DNA ovlivněny množstvím transformované pDNA v buňkách. Slibných výsledků bylo dosaženo 
v případě opačné kombinace promotorů proteinů p53 a IFI16, kdy plazmid exprimující protein p53 
obsahoval konstitutivní promotor a plazmid pro produkci proteinu IFI16 T A D inducibilní galaktózový 
promotor. Vzhledem k tomu, že docházelo ke stálé expresi proteinu p53 byly naměřeny transaktivační 
potenciály samotného proteinu p53 i jeho koexprese s proteinem IFI16 u obou typů médií. Koexprese 
plazmidů kombinujících stabilní expresi proteinu p53 a indukovanou expresi proteinu IFI16 T A D tedy 
může sloužit jako vhodný systém pro studium interakcí proteinu IFI16 se strukturami D N A 
i samotným proteinem p53. 
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Obrázek 5.4.1: Transaktivační potenciál proteinů p53, IFI16 TAD a jejich vzájemné koexprese s různou 
kombinaci konstitutivního a inducibilního promotoru v kmene PUMA v čase T24. 

Struktury G-kvadruplexů se snadno tvoří za fyziologických podmínek. Jejich tvorba tedy není 
podmíněna přítomností G4 vázajících, resp. stabilizujících proteinů [174]. Již srovnání 
transaktivačních potenciálů samotného proteinu p53 v rámci jednotlivých kmenů by mělo umožnit 
posoudit tvorbu G-kvadruplexů in vivo. Na obrázku 5.4.2 jsou vyneseny závislosti transaktivančních 
potenciálů proteinu p53 s oběma typy promotorů v médiu s obsahem 0,12% galaktózy v čase TO. 
U všech kmenů obsahujících sekvenci s potenciálem tvorby G-kvadruplexu došlo ke snížení 
transaktivačního poteinciálu proteinu p53 oproti kmeni P U M A . Možnou příčinou nižších hodnot 
naměřených velikostí účinků mohlo být vložení sekvence oligonukleotidu o délce 22 párů bází (bp), 
která prodloužením promotorové oblasti snížila účinek aktivace transkripce. Je ovšem 
nepravděpodobné, že by tak krátká sekvence oligonukleotidu způsobila tak výrazné snížení 
transaktivačního potenciálu proteinu p53. Výsledky mohou rovněž ukazovat na represi transkripce 
reportérového genu vlivem formování struktury G-kvadruplexu. V takovém případě by naměřené 
velikosti účinků měly odpovídat velikosti účinku stanovenému u kmene P U M A - K S H V , který in vivo 
prokazatelně strukturu G-kvadruplexu tvoří. Tato hypotéza se zdá jako méně pravděpodobná, protože 
mezi kmeny nesoucími potenciální motiv G-kvadruplexu byly naměřeny výrazné rozdíly 
v transkripční aktivitě, což ukazuje spíše na ovlivnění vazby proteinu p53 do cílového místa P U M A . 

Vazebné preference proteinu p53 byly předmětem řady výzkumů [422, 427-431]. Bylo 
prokázáno, že protein p53 preferenčně váže sekvenci dvou dekamerů, které mohou ale nemusí být 
odděleny krátkým úsekem označovaným jako spacer. Sekvence dekameru 5'-3' je charakterizována 
motivem R3CW2GY3 -N-R3CW2GY3, kde R označuje purinové báze, Y - báze pyrimidinu, 
W - adenin nebo thymin a N je oblast spaceru [427, 428], přičemž klíčovou roli hraje úsek C W 2 G 
a dvojice bází, které s tímto jádrem sekvence sousedí. Bylo prokázáno, že přítomnost dvojic bází 
guaninu (GG) a cytosinu (CC) sousedících s jádrem cílového místa zvyšuje vazebné vlastnosti 
proteinu p53, což se projevuje na zvýšené aktivace transkripce genu, zatímco páry purinů A G 
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a pyrimidinů CT v sousedství vazebné oblasti vedou ke snížení vazby proteinu p53 do cílových míst 
v oblasti promotoru [422]. 

Vl iv bází sousedících s jádrem vazebného místa proteinu p53 by vysvětloval rozdílné hodnoty 
a případné snížení tranaktivačního potenciálu proteinu p53 i u sekvencí, které in vivo netvoří strukturu 
G-kvadruplexu. Aby bylo možné odlišit vliv tvorby G4 a vliv sekvence vazebného místa, je třeba 
výsledky jednotlivých kmenů srovnávat s výsledky kmene, který obsahuje klonovanou sekvenci 
o délce 42 bp (kvůli vyloučení vlivu vzdálenosti promotoru od reportérového genu), ale která 
prokazatelně netvoří strukturu G-kvadruplexu. Takovým kmenem může být kmen PUMA-KSHV-3no, 
protože během in vitro charakterizace sekvence KSHV-3no metodou cirkulárního dichroismu bylo 
prokázáno, že sekvence není schopna tvořit struktury G-kvadruplexu ani v prostředí stabilizujících 
draselných iontů (viz Obrázek 5.1.5). 

Velikosti účinků proteinu p53 s inducibilním G A L promotorem stanovených u kmenů 
P U M A - K S H V - l n o a PUMA-KSHV-2no byly nižší vzhledem k účinku stanovenému u kmene 
PUMA-KSHV-3no, který ovšem dosahoval podobného trasaktivačního potenciálu jako kmen 
P U M A - K S H V , který prokazatelně strukturu G-kvadruplexu in vivo tvoří. Nicméně srovnání výsledků 
ostatních kmenů s hodnotami stanovenými u kmene P U M A - K S H V komplikuje vyšší směrodatná 
výběrová odchylka stanovená u tohoto kmene. Oproti tomu protein p53 s konstitutivním promotorem 
vykazoval u kmene PUMA-KSHV-3no vyšší aktivaci transkripce reportérového genu, než kmeny 
P U M A - K S H V , P U M A - K S H V - l n o a PUMA-KSHV-2no. Výsledky tak naznačují možnou tvorbu 
struktury G-kvadruplexu i u posledních dvou zmíněných kmenů. Je otázkou, zda nízká transkripční 
aktivita proteinu p53 byla dána represí vlivem zformované struktury G-kvadruplexu, nebo byla 
způsobena pouze přítomností páru bází - GA, jak bylo diskutováno výše. Velikosti účinků stanovené 
proteinu p53 s inducibilním i konstitutivním promotorem u kmenů PUMA-KSHV-Mut l . 5 
a PUMA-KSHV-Mut 1.0 dosahovaly přibližně stejného, nebo vyššího účinku, jako kmen 
PUMA-KSHV-3no a potvrzují tak předpoklad, že guaninový pár (GG) v sousedství vazebného jádra 
cílové sekvence proteinu p53 zvyšuje jeho vazebné schopnosti. Rovněž to ukazuje na absenci 
struktury G-kvadruplexu u těchto kmenů. Oproti tomu kmen PUMA-KSHV-Mut2.0 vykazoval snížení 
transaktivačního potenciálu proteinu p53 oproti kmeni PUMA-KSHV-3no, přestože obsahoval rovněž 
pár guaninů (GG) v blízkosti vazebného místa proteinu p53. Tyto výsledky naznačují možnou 
přítomnost struktury G-kvadruplexu v promotoru reportérového genu kmene PUMA-KSHV-Mut2.0. 
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Obrázek 5.4.2: Transaktivační potenciál proteinů p53 s oběma typy promotorů v médiu s obsahem 0,12% 
galaktózy v čase Tô. 

Podobných výsledků bylo dosaženo při stanovení transaktivačního potenciálu proteinu p53 v čase 
T24 (viz Obrázek 5.4.3), kdy byly zaznamenány výraznější rozdíly naměřených účinků. Protein p53 
s galaktózovým promotorem vykazoval nejvyšší transaktivační potenciál u kmene P U M A , který 
neobsahoval sekvenci s potenciálem tvorby G4ívadruplexu a poté u kmene PUMA-KSHV-Mut l . 5 
a PUMA-KSHV-Mut l .O, což naznačuje, že u těchto kmenů nedochází k tvorbě sekundární struktury 
G4ívadruplexu, která by snižovala účinek aktivace transkripce reportérového genu. Výsledky rovněž 
potvrzují možný vliv G G bází sousedících s konsenzuálním místem proteinu p53 na zvýšení jeho 
vazebných schopností. Stejně jako v případě výsledků naměřených po óhodinové inkubaci, vykazoval 
i zde kmen PUMA-KSHV-Mut2.0 aktivační potenciál na úrovni kmene PUMA-KSFTV, tedy nižší, než 
kmen PUMA-KSHV-3no, což naznačuje možnou tvorbu G4cvadruplexu. Rovněž u kmenů 
P U M A - K S H V - l n o a PUMA-KSHV-2no byly naměřeny velikosti účinků srovnatelné s kmenem 
PUMA-KSFTV, které dosahují nižších hodnot, než kmen PUMA-KSHV-3no a naznačují přítomnost 
G-kvadruplexu. Stejných výsledků bylo dosaženo při sledování transaktivačního potenciálu proteinu 
p53 s konstitutivním promotorem s výjimkou kmene PUMA-KSHV-Mut l .O, který dosahoval dokonce 
nižšího aktivačního potenciálu, než kmen PUMA-KSHV-Mut2.0. Je otázkou, zda u tohoto kmene 
docházelo k represi transkripce vlivem tvorby struktury G-kvadruplexu, nebo byly výsledky ovlivněny 
množstvím transformovaného plazmidu pro produkci proteinu p53, který v kombinaci s inducibilním 
promotorem mohl mnohonásobně navýšit aktivační potenciál proteinu p53. Při srovnání velikostí 
účinků tohoto kmene s konstitutivní expresí p53 je vidět, že po 24 hodinách dochází ke snížení 
transaktivačního potenciálu, oproti výsledkům naměřeným po óhodinové inkubaci, což ukazuje spíše 
na odumírání buněk v průběhu kultivace a fyziologické změny kmene, než na tvorbu G-kvadruplexu. 
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Obrázek 5.4.3: Transaktivační potenciál proteinů p53 s oběma typy promotorů v médiu s obsahem 0,12% 
galaktózy v čase T^. 

Interakce proteinu IFI16 s D N A a vliv jeho případné vazby na aktivaci transkripce 
indukovanou proteinem p53 byla srovnána v rámci čtyř vybraných kmenů - P U M A , P U M A - K S H V , 
P U M A - K S H V - l n o a PUMA-KSHV-3no po 24hodinové inkubaci (čas T24). Vybrané kmeny poskytují 
optimální model pro posouzení in vivo vazebných vlastností proteinu IFI16, protože srovnání výsledků 
není zatíženo vlivem rozdílných vazebných vlastností proteinu p53, nebo fyziologickým stavem 
kultury, jak bylo diskutováno výše. Na obrázku 5.4.3 jsou vyneseny závislosti velikostí účinků 
samotného proteinu p53 s konstitutivním promotorem a jeho koexprese s inducibilně exprimovaným 
proteinem IFI16 T A D při bazálni i indukované expresi. U všech kmenů byly pozorovány snížené 
velikosti účinků při indukované expresi, tedy v médiu s přídavkem galaktózy. To lze vysvětlit 
možným prodlouženým lag-fáze, kdy docházelo k adaptaci kvasinkových kmenů na nové médium 
a nelze spojovat s případnou tvorbou sekundárních struktur DNA. 

Výsledky naměřené u kmenu P U M A byly již diskutovány v rámci srovnání transaktivačních 
potenciálů proteinů p53 a IFI16 T A D s různou kombinací promotorů (viz Obrázek 5.4.1). Stanovené 
transaktivační potenciály u kmene P U M A několikanásobně přesahovaly velikosti účinků dalších 
kmenů, a to jak v případě exprese samotného proteinu p53, tak v případě jeho koexpresi s proteinem 
IFI16 T A D . U kmene P U M A nedocházelo ke snížení transaktivačního potenciálu proteinu p53, 
protože kmen P U M A neobsahuje v promotorové oblasti reportérového genu sekvenci s potenciálem 
tvorby G-kvadruplexu, na který by se protein IFI16 specificky vázal, nebo které by ovlivňovaly 
vazebné vlastnosti proteinu p53. 

Naopak kmen P U M A - K S H V nesl sekvenci K S H V , která prokazatelně tvoří strukturu 
G-kvadruplexu. Transaktivační potenciál samotného proteinu p53 byl během bazálni exprese snížen 
9,5krát oproti transktivačnímu potenciálu v kmeni P U M A . Při koexpresi s proteinem IFI16 T A D nebyl 
pozorován žádný vliv na expresi reportérového genu. Naopak v médiu s přídavkem 0,12 % galaktózy, 
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kde docházelo k indukci exprese proteinu IFI16 T A D bylo zaznamenáno statisticky významné snížení 
transaktivačního potenciálu p53 při koexpresi obou proteinů na hladině 0,05 (znázorněno hvězdičkou). 
Represe transkripce byla indukována strukturně specifickou vazbou proteinu IFI16 na strukturu 
G-kvadruplexu v promotorové oblasti reportérového genu a jeho stabilizací, což potvrzují i výsledky 
předešlé studie [97]. Stabilizací motivu G-kvadruplexu v promotorech onkogenů může protein IFI16 
inhibovat expresi onkogenů a napomáhat supresi nádoru [105, 266, 278, 279]. Stejný efekt je využíván 
i při stabilizaci struktur G-kvadruplexů tzv. G4 Ugandy, které j sou v posledních několika letech 
studovány jako slibná terapeutika při léčbě rakoviny, ale jejichž využití není v současné době 
schváleno z důvodu nízké specifity jejich vazby a dosud málo probádaným mechanismům 
biologického účinku [265, 266]. Specifickou vazbu ke strukturám G-kvadruplexu protein IFI16 
využívá rovněž při rozpoznání virové a bakteriální DNA, kdy dochází k tvorbě inflamazomu, který 
spouští signalizační kaskádu STING-TBK-1-IRF3, která indukuje expresi interferonu typu [3 [34]. 
Účinek samotného proteinu p53 u kmene PUMA-KSFTV během inducibilní exprese byl oproti kmeni 
P U M A snížen 8krát. 

Dále byly srovnány velikosti účinků u kmenů nesoucích mutované sekvence 
K S H V - P U M A - K S H V - l n o a PUMA-KSHV-3no. Mutované sekvence KSFFV-lno a KSHV-3no 
(spolu s KSHV-2no) byly navrženy tak, aby nemohly tvořit intramolekulární struktury čtyř- nebo 
třítetrádových G-kvadruplexů, jejichž tvorba byla prokázána v biologických systémech [99-101]. 
Obě mutované sekvence (KSFTV-lno i KSHV-3no) se vzájemně lišily stanoveným G4 Hunter skóre, 
které určuje potenciál pro tvorbu G-kvadruplexu. 

Kmen P U M A - K S H V - l n o byl pro srovnání vybrán z důvodu vysoké hodnoty G4 Hunter skóre 
a přítomnosti mnohočetných bází guaninu, které mohou interagovat s HIN-A doménou proteinu IFI16 
TAD, jak bylo dříve prokázáno [97]. U kmene P U M A - K S H V - l n o docházelo ke snížení 
transaktivačního potenciálu samotného proteinu p53 oproti kmenu P U M A 13krát v prostředí média 
s přídavkem galaktózy, a až 17,5krát v prostředí média bez galaktózy. Kmen P U M A - K S H V - l n o tedy 
vykazoval nižší potenciál aktivace transkripce samotného proteinu p53 než kmen P U M A - K S H V 
při obou typech exprese. Jak bylo diskutováno výše, mohl být tento efekt pravděpodobně způsoben 
charakterem bází (GA) sousedících s vazebným místem proteinu p53 v oblasti promotoru PUMA. 
Při koexpresi proteinů p53 s IFI16 T A D v prostředí obou medií nebyl zaznamenán statisticky 
významný rozdíl velikostí účinků oproti samotnému proteinu p53, což naznačuje, že ikdyž je protein 
IFI16 exprimován (médium s galaktózou) nemá jeho případná vazba s dsDNA bohaté na guaninové 
báze vliv na aktivaci transkripce indukovanou proteinem p53. 

Kmen PUMA-KSHV-3no obsahoval sekvenci bohatou na báze adeninu s nízkým potenciálem 
tvorby G-kvadruplexu, zato s délkou vkládané sekvence stejnou s kmeny obsahujícím K S H V nebo 
některou z jeho mutovaných forem, která chyběla u výše zmíněného kmene P U M A . Mutovaná 
sekvence KSHV-3no v tomto kmeni není schopna tvořit strukturu G-kvadruplexu in vitro 
a neinteraguje s proteinem IFI16 jak bylo prokázáno na základě CD spektroskopie (viz Obrázek 5.1.5) 
a kompetitivních vazebných experimentů (viz Obrázek 5.3.4 (A)). Velikosti účinků samotného 
proteinu p53 byly u kmene PUMA-KSHV-3no při bazálni a inducibilní expresi 3,34krát a 3,73 nižší 
oproti účinkům naměřeným v kmeni P U M A . Zatímco během bazálni exprese nebyl pozorován 
významný vliv proteinu IFI16 na aktivaci transkripce proteinem p53, při koexpresi obou proteinů 
v médiu s přídavkem 0,12% galaktózy docházelo ke statisticky významnému zvýšení 
transaktivačního potenciálu proteinu p53 na hladině 0,01 (značeno hvězdičkami). Zvýšení aktivačního 
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potenciálu proteinu p53 při koexpresi naznačuje, že v případě absence G-kvadruplexu, nebo jiného 
strukturního motivu, na který by se protein IFI16 T A D mohl vázat, usnadňuje protein IFI16 vedení 
proteinu p53 do cílového místa v promotoru reportérového genu, což indukuje zvýšené exprese 
reportérového genu. 
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Obrázek 5.4.4: Závislost transaktivačního potenciálu proteinů p53 s konstitutivním promotorem a jeho 
koexprese s IFI16 TAD s inducibilním GAL promotorem v čase T24. Hvězdičky označují statisticky významně rozdíly 
na hladinách p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) a p < 0,001 (***). 

Dosažené výsledky odpovídají výsledkům z již dříve prováděných studií. Protein-proteinové 
interakce IFI16-p53 byly studovány s využitím rekombinantních HIN domén proteinu IFI16 a dvou 
různých GST-p53 C-konců. Bylo prokázáno, že k interakci obou proteinů, není třeba protein IFI16 
plné délky a že samotná HIN-A doména je schopna vázat C-konec proteinu p53 s přítomnou 
tetramerizační doménou i bez ní. HIN-B doména neinteraguje s C-koncem proteinu p53, 
ale je schopna vázat se k jádrové doméně proteinu p53 plné délky a přispívat tak k vazbě proteinu p53 
k molekulám D N A [12, 439]. 

Vl iv interakce obou proteinů na regulaci transkripce byl sledován i s využitím luciferázových 
reportérových testů provedených v buněčné linii lidského nemalobuněčného karcinomu plic H1299, 
kdy byla namísto responzivního elementu genu PUMA využita sekvence oligonukleotidu z promotoru 
genu p21, který je zapojen do proapoptické dráhy indukované proteinem p53. Experimenty prokázaly 
zvýšení transaktivačního potenciálu proteinu p53 v přítomnosti proteinu IFI16 nebo jeho HIN domén 
oproti samotnému proteinu p53, přičemž vliv samotných HIN domén byl srovnatelný s vlivem 
proteinu plné délky. Prostřednictvím HIN domén protein IFI16 kooperativně zvyšuje specifičnost 
a afinitu vazby proteinu p53 ke konsenzuálním sekvencím D N A a indukuje tvorbu stabilního 
komplexu p53-DNA [12]. Vzhledem k významnému zapojení proteinu p53 do řady buněčných 
procesů, jejichž regulace je dána právě jeho vazebnými vlastnostmi (resp. vazebnými vlastnostmi 
jednotlivých domén p53) může protein IFI16 nepřímo ovlivňovat i nádorovou supresi a apoptózu. 

93 



Na základě výše uvedených mechanismů, by mělo docházet ke zvýšení exprese reportérového 
genu i v případě kmenu P U M A a u všech kmenů s mutovanou sekvencí K S H V , které nedosahovaly 
statisticky významného snížení velikosti transaktivačního účinku jako tomu bylo u kmene 
P U M A - K S H V (viz Přílohy). U kmene P U M A lze tento jev vysvětlit vyššími hodnotami naměřených 
odchylek, které zkreslují výsledné srovnání. U ostatních kmenů mohlo docházet k nespecifické vazbě 
proteinu IFI16 T A D k mutovaným sekvencím K S H V . 

Vazba proteinu IFI16 nebo DNA-vazebných HIN domén k jiným než G-kvadruplexovým 
strukturám D N A byla již předmětem výzkumu a bylo prokázáno, že protein plné délky nevykazuje 
vazbu k jednořetězcové D N A a s dvouřetězcovou D N A interaguje sekvenčně nespecifickým 
způsobem [6] prostřednictvím elektrostatických interakcí mezi záporně nabitou páteří řetězce 
cukr-fosfát a pozitivně nabitými proteinovými zbytky [96]. Dále bylo prokázáno, že samotná HIN-A 
doména preferenčně váže ssDNA bohatou na guaninové báze, které mají potenciál tvorby 
G-kvadruplexu oproti stejné sekvenci dsDNA [97]. Další experimenty prokázaly preferenci proteinu 
k nadmolekulárním strukturám D N A jako jsou nadšroubovicové (supercoiled) a křížové struktury 
[441]. 

Během nespecifické vazby k D N A dochází k oligomerizaci proteinu IFI16 prostřednictvím volné 
PYRJN domény, která s proteinem p53 neinteraguje, ale je odpovědná za převážnou část 
protein-proteinových interakcí proteinu IFI16 [439]. Za snížení exprese reportérového genu tedy 
nemusí být odpovědná stabilizace struktury G-kvadruplexu, nýbrž stérické bránění vazebného místa 
proteinu p53, což by vysvětlovalo i nižší transaktivační potenciál proteinu p53 při koexpresi 
s proteinem IFI16 T A D během inducibilní exprese, který ovšem nedosahoval statisticky významné 
hladiny. Výše popsaný mechanismus oligomerizace by bylo možné ověřit in vitro pomocí mikroskopie 
atomárních sil nebo metodou FLIM. 
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6 ZÁVĚR 

Cílem předkládané diplomové práce byla analýza vazby proteinu IFI16 na DNA, a to konkrétně 
na sekvence D N A s potenciálem tvorby G-kvadruplexu. Teoretická část této práce je rozdělena do čtyř 
hlavních oblastí. První část je věnována proteinu IFI16 - jeho struktuře a vazebnými i biologickým 
vlastnostem vycházejícím ze schopnosti proteinu rozpoznat specifické struktury DNA. Dále jsou 
v práci popsány struktury G-kvadruplexů-jejich konformace, výskyt v genomech organismů, 
interakce s dalšími proteiny a potenciální zacílení G4 stabilizujícími ligandy v rámci protinádorové 
terapie. V druhé polovině teoretické části práce jsou blíže představeny metody využité k charakterizaci 
analyzovaných sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu a k analýze vazebných vlastností 
proteinu IFI16. Poslední část je věnována proteinu p53 a jeho transaktivačnímu potenciálu, který byl 
využit ke studiu vazebných vlastností proteinu IFI16 v isogenním kvasinkovém systému. 

Experimentální část diplomové práce je rozdělena rovněž do čtyř oblastí. V první části byly 
biofyzikálními metodami charakterizovány použité sekvence D N A s potenciálem tvorby 
G-kvadruplexu. Vzorky byly charakterizovány v prostředí bez přídavku a s přídavkem stabilizujících 
draselných iontů prostřednictvím měření cirkulárního dichroismu, ThT vazebných fluorescenčních 
testů a elektroforetických testů posunu mobility. CD spektra a výsledky fluorescenčních vazebných 
testů ukázaly v prostředí bez přídavku draselných iontů možnou tvorbu paralelní struktury 
G-kvadruplexu u vzorků KSFTV, KSFTV-lno a KSHV-Mut2.0. Stabilizace draselnými ionty 
indukovala tvorbu paralelní struktury G4 u vzorků K S H V , KSHV- lno , KSHV-2no a KSHV-Mutl .O, 
antiparalelní konformace G4 u vzorku KSFíV-Mutl.5 a hybridní konformace G4 u vzorku 
KSHV-Mut2.0. Vzorky P U M A , KSHV-3no a Random-22 nevykazovaly na CD spektrech přítomnost 
G4 ani v prostředí stabilizujících draselných iontů a výsledky vazebného experimentu s G4 ligandem 
ukázaly pouze slabou vazbu ThT k utvořeným strukturám D N A odpovídající vazbě k duplexům 
DNA. U vzniklých struktur G-kvadruplexů nedocházelo ke změně konformace v čase, což prokázala 
měření CD provedená 24 hodin od prvního měření. Výsledky elektroforetického testu posunu mobility 
ukázaly, že stabilizace draselnými ionty vede k tvorbě převážně intermolekulárních struktur 
G-kvadruplexů, kdy sekvence KSHV- lno , KSHV-2no a KSHV-3no formují intermolekulární 
struktury G-kvadruplexu tvořené více řetězci DNA, zatímco vzorky oligonukleotidů KSHV-Mutl .O, 
KSHV-Mutl .5 a KSHV-Mut2.0 mutované z původní sekvence K S H V a sama K S H V formují spíše 
intramolekulárních struktury G4 s rozdílnou konformací nebo příp. intermolekulární struktury 
G4 tvořené menším počtem vláken. 

Protein IFI16 byl pro in vitro vazbové experimenty izolován a purifikován prostřednictvím 
proteinové afinitní chromatografie. Celkem bylo získáno pět elucí proteinu IFI16 plné délky. U všech 
elucí byla po imunologickém detekci nitrocelulózové membrány a barvení gelu pozorována 
fragmentace proteinu. Proteinové eluce E2 (0,575 g ľ 1 ) , E3 (0,623 g-ľ 1) a E4 (0,335 g ľ 1 ) vykazovaly 
nejvyšší zastoupení nefragmentovaného proteinu plné délky a byly dále použity pro vazebné 
experimenty s fluorescenčně značeným G4 K S H V . U vzorků všech tří elucí byl pozorován úbytek 
volné D N A fluorescenčně značeného K S H V a tvorba komplexu DNA:protein s rostoucí koncentrací 
proteinu, což ukazuje na interakci proteinu s motivem G-kvadruplexu. Přestože byla 
u všech tří elucí pozorována různá míra fragmentace proteinu, nevykazovaly vzorky elucí proteinu 
IFI16 rozdíly ve vazbě ke G-kvadruplexu. Specifická vazba IFI16 na sekundární strukturu 
G4 se projevila shodným úbytkem D N A již při molárním poměru DNA:protein 1:1 a úplným 
vymizení volné D N A při molárním poměru DNA:protein 1:4. Na základě přítomnosti minimálního 
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množství fragmentů a stanovení nejvyšší koncentrace proteinu IFI16 byla pro následné kompetitivní 
vazebné experimenty in vitro použita eluce E3. Kompetitivní vazebné experimenty byly realizovány 
v prostředí stabilizujících draselných iontů, ve kterém (dle výsledků biofyzikálni charakterizace 
oligonukleotidů) docházelo k tvorbě různých konformací G-kvadruplexů a dalších motivů DNA. 
Výsledky prokázaly specifickou vazbu ke strukturám formujícím G-kvadruplex již při velmi nízkých 
koncentracích kompetitoru. Stanovené intenzity fluorescence volné D N A u kompetitorů KSFiV, 
KSHV-lno , KSHV-2no, KSHV-Mutl .O, KSHV-Mutl .5 a KSHV-Mut2.0 pří srovnávacím 
kompetitivním vazebném experimentu dosahovaly přibližně stejných hodnot a jejich rozdíly 
odpovídaly rozpětí chybových úseček. I přes specifickou vazbu k D N A G-kvadruplexům, nebyla 
u proteinu IFI16 pozorována preference ke konkrétní konformací G-kvadruplexu. 

V poslední části diplomové práce byly zkoumány vazebné vlastnosti proteinu IFI16 
v jednohybridním kvasinkovém systému. Isogenní kvasinkové kmeny se lišily v místech 
responzivního elementu, který obsahoval cílové místo pro vazbu nádorového supresoru p53, 
a některou ze sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu. Nejprve byla vybrána vhodná kombinace 
plazmidů pro expresi obou proteinů, která by umožnila správné srovnání změny transaktivačního 
potenciálu p53 při bazálni i indukované expresi proteinů. Pro závěrečné posouzení vazebných 
vlastností a biologického vlivu proteinu IFI16 byl vybrán plazmid pLS p53 WT pro expresi proteinu 
p53 s konstitutivním promotorem a pTSAG T A D IFI16 pro produkci proteinu IFI16 s transaktivační 
doménou proteinu p53 a G A L inducibilním promotorem. Dále byla studována transkripce 
reportérového genu při expresi samotného proteinu p53. Výsledky ukázaly významný vliv nukleotidů 
umístěných v blízkosti p53 cílového místa P U M A a fyziologické změny u jednoho z vybraných 
kmenů, které znemožňovaly jeho další zapojení do experimentů. Ke studiu vazebných vlastností 
proteinu IFI16 byly použity kmeny P U M A , P U M A - K S H V , P U M A - K S H V - l n o a PUMA-KSHV-3no. 
Protein IFI16 nevázal sekvenci P U M A a neindukoval expresi reportérového genu, přestože 
byl fúzován s transaktivační doménou proteinu p53. Vazba proteinu IFI16 T A D na G-kvadruplex 
v kmeni P U M A - K S H V indukovala represi transkripce reportérového genu, která se projevila 
statisticky významným snížením velikosti účinku transaktivace proteinu p53 na hladině 0,05. V kmeni 
P U M A - K S H V - l n o nedocházelo ke změnám v aktivaci transkripce reportérového genu, přestože 
je sekvence samotného KSHV- lno bohatá na G-báze a umožňuje kooperativní vazbu a oligomerizaci 
proteinu IFI16. Naopak při absenci jakéhokoliv vazebného místa napomáhá protein IFI16 vedení 
proteinu p53 do cílového místa v promotoru reportérového genu, jak ukázaly výsledky u kmene 
PUMA-KSHV-3no, kdy bylo pozorováno statisticky významným zvýšením transaktivace 
reportérového genu na hladině 0,01. 
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8 S E Z N A M POUŽITÝCH Z K R A T E K 

ID 

3D 

A 

ADE2 

AIM2 

A L R 

AP 

A P O l 

ASC 

AspRS 

a-TEBP 

A T M 

A T R X 

B A S C 

Bax 

BCL-2 

BER 

BIRC5 

bp 

BRIP1 

C 

C9orf72 

Casp-1 

CD 

spektroskopie 

CD4+ 

C D K 

c-KIT 

c-MYB 

c M Y C 

DBD 

jednorozměrný (z angl. one-dimensional) 

trojrozměrný (z angl. three-dimensional) 

adenin 

gen pro fosforibosylaminoimidazolkarboxylázu 
interferonem indukovatelný protein chybí v melanomu (z angl. absent in 
melanoma 2) 
rodiny cytosolických D N A receptoru podobných AIM2 (z angl. AIM2 like 
receptors) 

aktivační protein (z angl. activator protein) 

receptor pro programovanou buněčnou smrt, Fas receptor (z angl. apoprotein 1 
nebo fas cell surface death receptor) 

adaptorový protein spojený s apoptózou, podobný skvrnitému proteinu obsahující 
C A R D (z angl. apoptosis-associated speck-like protein containing CARD) 

tRNA (transferová RNA) syntetáza kyseliny asparagové (z angl. Aspartic acid 
transfer R N A synthetase) 

protein Arabidopsis thaliana vázající responzivní element obsahující ethylen (z 
angl. Arabidopsis thaliana ethylene-responsive element binding protein) 

serin/threonin kinasa A T M (z angl. Ataxia-telangiectasia mutated) 
regulátor transkripce A T R X také známý jako ATP-dependentní helikáza A T R X , 
nebo X-vázaná helikáza II (z angl. ATP-dependent helicase) 
komplex proteinů asociovaný s genem BRCA1 pro protein náchylnosti k rakovině 
prsu typu 1 (z angl. a super complex of BRCA1 (breast cancer type l)-associated 
proteins) 

regulátor apoptosy (z angl. BCL2 associated X) 

lymfom B-buněk 2 (z angl. B-cell lymphoma 2) 

oprava vyříznutím bází (z angl. base excision repair) 

bakulovirový inhibitor repetice apoptózy obsahující 5 (z angl. baculoviral IAP 
repeat containing 5) 

páry bazí (z angl. base pairs) 

protein FANCJ 

cytosin 

otevřený čtecí rámec 72 chromosomu 9 (z angl. chromosome 9 open reading 
frame 72) 

kaspáza 1 (z angl. caspase 1) 

spektroskopie cirkulárního dichroismu (z angl. circular dichroism spectroscopy) 

skupina T-lymfocytů s diferenciační skupinou povrchových glykoproteinů 
lokalizovaných převážně na vnější straně cytoplazmatické membrány 

cyklin-dependentní kináza (z angl. cyklin-dependent kinase) 

gen pro tyrosinkinázový receptor KIT 

protein z rodiny transkripčních faktorů M Y B 

sekvence D N A odvozená z promotoru genu cmyc 

DNA-vázající doména (z angl. DNA-binding domain) 
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DMS 

D N A 

DNA2 

DOG-1 

DR5 

dsDNA 

E. coli 

E2F 

E3 

E B V 

E M S A 

ERAP1 

Estl 

E X O l 

FANCJ 

Fas 

FEN1 

FMR1 

FXS 

G 

G4 

Gadd45 

GAL1 

H C M V 

HIE-la 

HIN-200 

HIS3 

HIV 

HSV-1 

HTEL 

hTERT 

[ F I X 

IFN 

dimethylsulfid (z angl. dimethyl sulfide) 

kyselina deoxyribonukleová (z angl. deoxyribonucleic acid) 

ATP-dependentní helikáza/nukleáza DNA2 replikující D N A (z angl. D N A 
replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2) 

homolog BRIP1/FANCJ 

receptor buněčné smrti 5 označován jako K I L L E R (z angl. death receptor 5) 

dvouřetězcová D N A (z angl. double-stranded DNA) 

Escherichia coli 

skupina transkripčních faktorů zapojených do regulace buněčného cyklu a syntézy 
D N A v savčích buňkách 

ubikvitin-protein ligáza 

virus Epstein-Barrové (z angl. Epstein-Barr Virus) 

elektroforetický test posunu mobility (z angl. electrophoretic mobility shift assay) 

Aminopeptidáza 1 endoplazmatického retikula (z angl. endoplasmic reticulum 
aminopeptidase 1) 

telomerázový elongační protein ESTI (z angl. telomere elongation protein ESTI) 

exonukleasa 1 (z angl. exonuclease 1) 

protein Fanconiho anémie skupiny J (z angl. Fanconi anemia group J protein) 

receptor pro programovanou buněčnou smrt lokalizovaný na povrchu buněk, 
znám rovněž jako APO-1 nebo APT 

endonukleáza chlopně 1 (z angl. flap endonuclease 1) 
messengerový ribonukleoprotein fragilního X (z angl. fragile X messenger 
ribonucleoprotein 1) 

syndrom fragilního X (z angl. fragile X syndrome) 

guanin 

G-kvadruplex (z angl. G-quadruplex) 

protein odpovědný za zastavení růstu a opravy poškozené D N A alfa (z angl. 
growth arrest and D N A damage inducible alpha) 

galaktózou indukovaný promotor 1 

lidský cytomegalovirus (z angl. Human Cytomegalovirus) 

hypoxií indukovatelný faktor 1-alfa (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) 

rodina interferonem indukovatelných jaderných proteinů nesoucích HIN doménu 
tvořenou 200-aminokyselinovým motivem 

gen pro Imidazolglycerol-fosfát dehydratázu 

virus lidské imunodeficience (z angl. human immunodeficiency virus) 

virus herpes simplex typ 1 (z angl. Herpes Simplex Virus 1) 

D N A odvozená ze sekvence lidské telomerické D N A (z angl. human-like 
telomeric DNA) 

lidská telomerasová reverzní transkriptáza (z angl. human telomerase reverse 
transcriptase) 
interferonem indukovatelný protein X (z angl. interferon gamma inducible protein 
X) 
interferon 
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IL 

IRF3 

K214 

K 2 5 2 A 

Keml 

KRAS 

K S H V 

lacZ 

LUC1 

M D M 2 

mj. 

M M R 

M N D A 

mRNA 

M t C K 

mTOR 

N373 

N A P I L I 

např. 

NER 

NES 

N F - k B 

NHEJ 

N K 

NLS 

N M R 

NPM1 

O B záhyby 

P1G4 

p21 

p53 

PARP1 

PDGF 

pRb 

PRD 

proCasp-1 

pro-IL 

příp. 

interleukin 

interferonový regulační faktor (z angl. interferon regulatory factor) 

lysin v pozici 214 

lysin v pozici 252 substituovaný alaninem 

exonukleáza XRN1 

gen pro proto-onkogen K-RAS (z angl. Kirsten rat sarcoma virus) 

herpesvirus spojený s Kaposhiho sarkomem (z angl. Kaposi's Sarcome-Associated 
Herpesvirus) 

laktosový operon Z 

gen pro produkci luciferázy 1 

negativní regulátor p53 (z angl. mouse double minute 2 homolog) 

mimo jiné 

oprava chybného párování D N A (z angl. D N A mismatch repair) 

nukleární diferenciační antigen myeloidních buněk (z angl. myeloid cell nuclear 
differentiation antigen) 

mediátorová R N A (z angl. messenger RNA) 

mitochondriální keratin kináza (z angl. mitochondrial creatine kinase) 

proteinkináza (z angl. mammalian target of rapamycin) 

asparagin v pozici 373 

nukleosomy sestavující protein 1 (z angl. nucleosome assembly protein 1 -like 1) 

například 

oprava excize nukleotidů (z angl. nucleotide excision repair) 

jaderný signál exportu (z angl. nuclear export signal) 

nukleární faktor kappa B (z angl. nuclear factor kappa B ) 

nehomologní spojování konců (z angl. non-homologous end joining) 

nukleové kyseliny 

jaderný lokalizační signál (z angl. nuclear localization signal) 

nukleární magnetická rezonance (z angl. nuclear magnetic resonance) 

nukleofosmin (z angl. nucleophosmin) 

oblasti proteinu vázající se k oligonukleotidům nebo oligosacharidům (z angl. 
oligonucleotide/oligosacharide binding folds) 

sérový amyloid A I znám i jako SAA1 (z angl. cell proliferation-inducing gene 4) 

protein tlumící činnost jakéhokoliv komplexu cyklin-dependentních kináz s 
cyklinem a tím brání vstupu buněk do dalších kol buněčného cyklu 

buněčný nádorový antigen, „strážce genomu" (z angl. cellular tumor antigen p53) 

poly[ADP-ribóza]polymeráza 1 (z angl. poly [ADP-ribose] polymerase 1) 

destičkový růstový faktor (z angl. platelet-derived growth factor) 

protein související s retinoblastomem (z angl. retinoblastoma-related protein) 

doména bohatá na prolin (z angl. proline-rich domain) 

prokaspáza 1 (z angl. procaspase-1) 

prointerleukin 

případně 
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Pu39 oblast bohatá na G v promotoru PI onkogenu BCL-2 

Q374 glutamin v pozici 374 

R273H arginin v pozici 273 substituovaný za histidin 

R368 arginin v pozici 368 

Rb retinoblastom (z angl. retinoblastoma) 

resp. respektive 

receptorová kináza pro členy rodiny neurotrofilních faktorů odvozených od 
gliových buněk kódovaná proto-onkogenem identifikovaným v buněčné linii 
fibroblastů po transfekci D N A odebrané z lidských lymfomových buněk (z angl. 
rearranged during transfection) 

RF restrikční faktor (z angl. restriction factor) 

RIG gen indukovatelný kyselinou retinovou (z angl. retinoic acid-inducible gene) 

R N A kyselina ribonukleová (z angl. ribonucleic acid) 

ROS radikály kyslíku (z angl. oxygen-containing reactive species) 

RPA replikační protein A (z angl. replication protein A) 

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

S614 serin v pozici 614 

SARS těžký akutní respirační syndrom (z angl. severe acute respiratory syndrome) 

scFv jednořetězcový variabilní fragment (z angl. single-chain variable fragment) 

Sgsl supresor pomalého růstu (z angl. slow growth suppressor 1) 

SLE systémový lupus erythematodes (z angl. lupus erythematosus disseminatus) 

Spi protein specifičnosti 1 (z angl. specifity protein 1) 

ssDNA jednořetěžcová D N A (z angl. single-stranded DNA) 

grp^rpg převodník signálu a aktivátor transkripce 3 (z angl. signal transducer and activator 
of transcription 3) 

STING stimulator interferonových genů (z angl. stimulator of interferon genes) 

SV40 opičí vakuolizující virus 40 (z angl. simian vacuolating virus 40) 

T thymin 

T A D transkripčně-aktivační doména (z angl. trans-activation domain) 

^p^p\ transportér spojený se zpracováním antigenu 1 (z angl. transporter associated with 
antigen processing 1) 

T B K T A N K vazebná kináza (z angl. TANK-binding kinase) 

TEBP protein vázající konce telomer (z angl. telomere end-binding protein) 

T E R R A R N A obsahující telomerické repetice (z angl. telomeric repeat-containing RNA) 

ThT Thioflavin T (z angl. thioflavine T) 

tj. to je 

, recetor pro rozpoznávání vzorů vrozeného imunitního systému (z angl. toll-like 1L.K3 receptor 3) 

TP53 gen pro protein p53 (z angl.tumor protein p53) 

TRF2 vazebný faktor telomerické repetice (z angl. telomeric repeat binding factor 2) 

tzv. takzvaný 

UL-54 strukturní protein lidského cytomegaloviru 
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ULBP1 UL16 vazebný protein 1 (z angl. UL16 binding protein 1) 

URA3 gen pro orotidin 5-fosfát dekarboxylázu 

UTR nepřekládaná oblast mRNA (z angl. untranslated region) 

U V ultrafialové (záření) (z angl. ultraviolet) 

VEGF ^ e n P ľ ° c e v n * endoteliální růstový faktor (z angl. vascular endothelial growth 
factor) 

W R N helikáza Wernerova syndromu (z angl. Werner syndrome helicase) 

Ae změna molárního absorpčního koeficientu 

£l molární absorpční koeficient levotočivého polarizovaného světla 

SR molární absorpční koeficient pravotočivého polarizovaného světla 

1 vlnová délka 

co úhlová rychlost 
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Obrázek PI: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmene PUMA v čase T6. Závislost udává 
velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFI16 -konstitutivní p.; 
pTSAG TAD IFI16 - inducíbilní p.), p53 (pls p53 WT'— konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) a IFI 16 
v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
p < 0,01 (*•*•) a p < 0,001 (*•*•*•). 
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Obrázek P2: Vyhodnocení výsledků luciferázových reportérových testů kmenu PUMA v čase T24. Závislost 
udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI 16 (pTSAD TAD IFI16-
konstitutivní p.; pTSA G TAD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
p < 0,01 (*•*•) a p < 0,001 (***). 
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Obrázek P3: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV v čase T6. Závislost 
udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFI16-
konstitutivní p.; pTSA G TAD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
P < o,oi (**) a p < o,ooi f***;. 
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Obrázek P4: Vyhodnocení výsledků lucifer ázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV v čase T24. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G TAD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
p < 0,01 (*•*•) a p < 0,001 (***). 
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Obrázek P5: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-lno v čase T6. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G T AD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
P < o,oi (**) a p < o,ooi f***;. 
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Obrázek P6: Vyhodnocení výsledků lucifer ázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-lno v čase T24. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSAG TADIFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
p < 0,01 (*•*•) a p < 0,001 (***). 
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Obrázek P7: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-2no v čase T6. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G T AD IFI16 - inducibilnl p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označuji statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
P < o,oi (**) a p < o,ooi f***;. 
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Obrázek P8: Vyhodnocení výsledků lucifer ázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-2no v čase T24. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSAG 1AD IFI16' — inducibilnl p.), p53 (pls p53 WT -konstitutivní p.; plls89 - inducibilnl p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označuji statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
p < 0,01 (*•*•) a p < 0,001 (***). 
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Obrázek P9: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-3no v čase T6. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G T AD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilnl p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označuji statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
P < o,oi (**) a p < o,ooi f***;. 
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Obrázek PI0: Vyhodnocení výsledků luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-3no v čase T24. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G T AD IFI16 - inducibilnl p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označuji statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
p < 0,01 (*•*•) a p < 0,001 (***). 

137 



900 

800 • 

„ 700 

600 • 

500 

400 

300 

5 200 • 

J s 

i 

100 

o 

a 

ve 

g 
Q 

ve 

3 a 

i — 

+ 

-—' 

h-) 

t 
a 

i — 

+ 

Médium bez galaktózy 

a 

ve 
i 
a 

ve 

3 a 

i — 

+ 

-—' 

h-) 

a 

i — 

+ 
g 
in 
a 

Médium s přídavkem 0,12 % galaktózy 

Obrázek Pil: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-Mutl.0 v čase T6. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IF116 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G T AD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označuji statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
P < o,oi (**) a p < o,ooi f***;. 

Obrázek P12: Vyhodnoceni výsledků luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-Mutl.0 v čase 
T24. Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD TAD 
IFI16 - konstitutivní p.; pTSAG TAD IF116 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT'— konstitutivní p.; plls89 -
inducibilní p.) a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly 

na hladinách p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) a p < 0,001 (***). 

138 



900 

800 

700 H 

600 

500 

400 

300 ^ 

s 

i 
£ 200 

100 

0 H M 
o 
2 
a •a 

a 
Q 

a 

+ 

Q 

Médium bez galaktózy 

o 

a 
•a 

Q 
Q 

a 

+ 

Q 

+ 

Médium s přídavkem 0,12 % galaktózy 

Obrázek P13: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-Mutl.5 v čase T6. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G T AD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
P < o,oi (**) a p < o,ooi f***;. 
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Obrázek P14: Vyhodnocení výsledků luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-Mutl.5 v čase 
T24. Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD 
IFI16-konstitutivní p.; pTSAG TAD IF116- inducibilní p.), p53 (pls p53 WT'— konstitutivní p.; plls89-
inducibilní p.) a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly 

na hladinách p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) a p < 0,001 (***). 
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Obrázek P15: Vyhodnocení výsledku luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-Mut2.0 v čase T6. 
Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD IFI16 -
konstitutivní p.; pTSA G T AD IFI16 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 - inducibilní p.) 
a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označuji statisticky významné rozdíly na hladinách p < 0,05 (*), 
P < o,oi (**) a p < o,ooi f***;. 
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Obrázek P16: Vyhodnocení výsledků luciferázových reportérových testů kmenu PUMA-KSHV-Mut2.0 v čase 
T24. Závislost udává velikosti účinků jednotlivých transformantů exprimujících proteiny IFI16 (pTSAD T AD 
IFI16-konstitutivní p.; pTSAG TAD IF116 - inducibilní p.), p53 (pls p53 WT - konstitutivní p.; plls89 -
inducibilní p.) a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly 

na hladinách p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) a p < 0,001 (***). 
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